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CAPITULO I:
G E N E R  A L I D A D E S
- • 2—
A . R E V IS IO N  B IBLIO G RAFICA
A . l .  PERSPECTIVA H ISTO R IC A
L as i  n t o x i  c a c i on es  e s t a f i 1o c é c ic a s  h i c i  e ro n  su e n t r a d a  en I  a 
h i s t o r i  a  c i e n t i f i c a  e s c r i t a  como un b r o t e  que a d q u ir id  
a la r m a n te s  p r o p o r c io n e s , a -fe c ta n d o  a 3 0 0  in d iv id u o s  en e l  
e s ta d o  de M ic h ig a n  (EE.ULD en e l  aMo 1 8 8 4 . A1 e s t u d ia r  la s  
m u e s tra s  de qu eso  d e  t i p o  C heddar VAUGHN (1 8 8 4 ) o b s e rv d  unos  
m ic ro o rg a n is m o s  re d o n d e a d o s , s u g ir ie n d o  que s e c r e ta b a n  una  
s u s ta n c i a q u fm ic a  ca p a z  de p ro v o c a r  e l  s fn d ro m e . E se mismo 
aAo ROSENBACH e s t a b le c id  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  d e l g é n e ro  
§ iâ E tiy l_ o çg g .çu S i P o s te r  i  o r  men t e , DENYS (1 8 9 4 ) o b s e rv d  un 
s fn d ro m e  s i m i l a r  en B e lg ic a ,  y OWEN (1 9 0 7 ) en E E .U U . En o t r a  
zo n a  d e l m undo, en P i l i p i n a s ,  BARBER (1 9 1 4 ) a i  s i  o' unos  
mi c r o o r g a n i smos p ro b a b l em en te  e s ta -f  i 1 ococo s a p a r t i r  de le c h e  
m a m ftic a  y e s t a b le c id  una r e la c id n  e n t r e  e s t a  s e c re c iû 'n  y l a  
e n fe rm e d a d .
La h i p d t e s is  que VAUGHN h a b ia  s u g e r id o  en lo s  an o s  en que se
d e s c u b r i d l a  n a t u r a l e z a  t o x f n ic a  d e l t é t a n o s ,  l a  d i f t e r i a  y
e l  b o t u l i  smo fu e  v e r i  f  i  ca d a  p o r DACK e t  a l .  (1 9 3 0 ) c a s i 50
an os d e s p u é s . E s to s  d e m o s tra ro n  que lo s  f i l t r a d o s  a c e lu la r e s  
de e s t a f  i 1 o c o c o s  d o ra d o s  p ro c e d e n te s  de p a s te l  es  de N a v id a d  
r e l l e n o s  de crem a y so sp ech o so s  de h a b e r  p ro d u c id o  
i  n to x  i  c a c i dn r e p r o d u c ia n  e l  s fn d ro m e  a l  s e r  in o c u la d o s  a 
in d iv id u o s  v o l u n t a r i e s .  Se p ro p u s o  e n to n c e s  e l  nom bre de
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e n te r o t o x  i  n a  p o r que eu in g e s t io 'n  d e te r m i n a b a  vdmi t o s  y 
d i a r r e a .
En 19 5 3  s e  d e m o s trd  de fo rm a  c o n c lu y e n te  l a  e x i s t e n c i a  de mas 
de un t i p o  in m u n o lo g ic o  de e n t e r o t o x in a  e s t a f i l o c d c i c a  
(SURGALLA e t  a l . ,  1 9 5 3 ) e s t a b l e c ié n d o s e  en e l  62nd C o n g re s s  
o f  th e  A m e ric a n  S o c ie ty  f o r  M ic r o b io lo g y  (K a n s a s , 1 9 6 2 ) que 
1 as  e n te r o t o x  i  n as  de o r ig e n  e s t a f i l  o c 6 c ic o  s e g u i r ia n  una  
n o m e n c la tu ra  a l f a b é t i c a ,  c o n fo rm e  a l  o rd e n  c r o n o ld g ic o  de su  
d e s c u b r im ie n t o .  S i g u ie n d o  e s te  c r i t e r i o ,  CASMAN e t  a l . ,
(1 9 6 3 )  p r o p u s ie r o n  que lo s  t ip o s  que h a b ia n  s i  do
t e n t a t iv a m e n t e  denomi nado s  "F" ( fo o d )  y "E" ( e n t e r i t i s )
a d o p ta r a n  en 1o s u c e s i vo e l  nom bre de e n t e r o t o x in a  A y 
e n te r o t o x  i  na  B , r e s p e c t iv a m e n te ,  s ie n d o  su s e s p e c i es  
p r o t o t i p o  l a  " 196E" y l a  " 2 4 3 " .
A .2 .  CARACTERISTICAS B IQQUIM ICAS
A .2 . 1 .  S IM IL IT U D E S  Y D IFERENCIAS ENTRE LAS ENTEROTOXINAS 
A .2 . 2 .  LOCALIZACION MOLECULAR DEL CARACTER DE 
ENTEROTOXIGENICIDAD
A .2 . 3 .  EFECTO DE LAS MODIF IC A C IONES QUIMICAS
A .2 . 1 .  S IM IL IT U D E S  Y D IFERENCIA S  ENTRE LAS ENTEROTOXINAS.
L a s  e n t e r o t o x 1 n a s  e s t a f i  1 o c 6 c ic a s  son e x o p r o t e in a s  s im p le s  
que c o n t ie n e n  a m in o a c id o s  de fo rm a  e x c lu s iv e ,  co m p u es tas  p o r
una u n i ca  ca d en a  p o l i p e p t f d i c a  de peso m o le c u la r  e n t r e  2 6 .0 0 0  
y 3 0 .0 0 0  d a l to n .  P oseen p r o p i ed ad e s  h i g ro s c D p i c a s  y son muy 
s o lu b le s  en ag u a  y en s o lu c i  ones s a l i  n a s . Su c a r d e t e r  
p r o t e i  CO quedd compl e ta m e n te  c o n -firm a d o  a l  s e r  p ro d u c i das en  
g ra n d e s  c a n t id a d e s ,  p u r i - f ic a d a s  y e s tu d ia d a s  sus p ro p ie d a d e s  
f f s i c o - q u f m ic a s .
Se han i d e n t i f i c a d o  h a s ta  l a  fe c h a  ocho e n t e r o t o x in a s  
d i f e r e n t e s , u t i l i z a n d o  como c a r d e t e r  d i f e r e n c i a l  e l  r e s u l t a d o  
o b te n i do en d i s t i n t a s  r e a c c i  on es in m u n o ld g ic a s i e n te r o t o x  i na 
A (CASMAN, 1 9 6 0 ) ,  B (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 5 9 ) ,  C l y C2
(BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 6 5 ) ,  C3 (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  D
(CASMAN, 1 9 6 7 ) ,  E (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 1 ) y F (BERGDOLL e t  
a l . ,  1 9 8 1 ) .  La i d e n t i f i c a c i d n  de l a s  e n t e r o t o x in a s  se b a sa  en 
l a  d e m o s tra c i dn de l a s  r e a c c i  on es v i s i b l e s  con lo s  
a n t i  c u e rp o s  e s p e c f f ic o s  r e s p e c t iv e s ;  en e l  ca so  de lo s  
d i s t i n t o s  t ip o s  de e n t e r o t o x in a  C , to d a s  r e a c c io n a n  con e l  
mismo a n t i  c u e rp o  p r i n c i p a l ,  m o s tra n d o  a s i mismo a n t ic u e r p o s  
s e c u n d a r i os p r o p i os (LEE e t  a l . ,  1 9 8 0 ) , 1o que pone de
m a n i f ie s t o  que la s  e s t r u c t u r a s  son d i f e r e n t e s .  En l a  
p r à c t i c a ,  l a s  d i f e r e n c i  as e n t r e  l a  EECl y l a  EEC2 t i  en en  
e s c a s a  i m p o r ta n c i a , ya  que ambas to x in a s  se  e v id e n c ia n  p o r  e l  
mismo a n t ic u e r p o .
I n i c i a l m e n t e ,  l a  i  d e n t i  f  i c a c id n  de una e n t e r o t o x in a  se  b a s a b a  
en e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de e m e s is  en lo s  monos cuando se  
admi n i s t r a b a  p o r v ia  i n t r a g d s t r i c a  a 1 o s  a n im a le s  e l  1 f q u i  do 
s o b re n a d a n te  d e l c u l t i v o  de una c e p a . Se s a b e  que t o d a v ia
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e x i S t en e n t e r o t o x in a s  no i d e n t i f i c a d ^ s  y a  que in d u c e n  e l
vdmi t o  en monos segun 1 o e x p u e s to , p e ro  s e  d e s c o n o c e  qué
p o r c e n ta j e  p o d r fa n  r e p r e s e n t a r ,  au nq ue e l  a n a l i s i s  de 1 as
c e p as  im p lic a d a s  en in t o x ic a c io n e s  a l i m e n t a r i  a s  in d ic a  que 
a lr e d e d o r  d e l 5% de lo s  b r o t e s  p u d ie ra n  s e r  c o n s e c u e n c ia  de 
e n t e r o t o x in a s  no i d e n t i f i c a d a s .  P o r 1o g e n e r a l ,  d s ta s  son 
p ro d u c i d a s  en p e q u en a s  c a n t id a d e s  y son d i f i c i  l e s  de
p u r i  f  i c a r , r a d ic a n d o  en e s t e  f a c t o r  e l  r e t r a s o  en su
c a r a c t e r i  z a c i  d n .
La p u r i f i c a c i d n  se  h a c e  in d is p e n s a b le  p a r a  e l  e s tu d io
b io q u fm ic o  de e s ta s  s u s ta n c i  a s . Los p r o c e d im ie n to s  u t i l i z a d o s  
han s id o  d e s c r i t o s  en l a  1 i  t e r a t u r a  de  m a n e ra  e x h a u s t iv e
(BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 5 9 ; CHU e t  a l . ,  1 9 6 6 ; AVENA y  BERGDOLL,
1 9 6 7 ; BORJA y BERGDOLL, 1 9 6 7 ; BORJA e t  a l . ,  1 9 7 2 ; CHANG y
BERGDOLL, 19 7 9 ; REISER y BERGDOLL, 1 9 7 9 ; R E ISER  e t  a l . ,
1 9 8 3 ) .  Los m étodos a c tu a l  es  d e  p u r i f i c a c i d n  in c lu y e n  r é s in a s  
de in te r c a m b io  i d n ic o ,  t a i e s  como CG-SO (u n a  r é s in a  de t i p o  
c a r b o x f l i c o ) , c a r b o x im e t i1 - c e l u l o s a  y l a  gama de Sephadex  
(p o r  e x c lu s id n  m o le c u la r ) .
A lg u n a s  de la s  p r o p i e d a d e s  f i s i c a s  y q u i mi c a s  s e  exp o n en  en 
l a  t a b l a  I I .  P a re c e  h a b e r  c i  e r t a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  d o s is  
e m é tic a s  p a ra  lo s  m onos, p e ro  é s to  e s  en c i e r t a  m ed id a  
e x p l i c a b le  p o r t r a t a r s e  de e x p e r im e n to s  " in  v iv o "  en lo s  que 
es d i f i c i l  c o n t r o l a r  to d a s  l a s  v a r ia b le s  y donde l a  r e s p u e s ta  
in d iv id u a l  a d q u ie r e  unas d i m ensi o n es  p r o p i a s , p o r  1o que lo s  
r e s u l t a d o s  in d ic a d o s  pu ed en  no r e f l s j a r  l a  to x  ic id a d
“6—
v e rd a d e ra  de c a d a  e n t e r o t o x in a  en c o n c r e t o .
La u n i ca  e n t e r o t o x in a  cu yo  p e so  m o le c u la r  se  c o n o c e  con  
e x a c t ! t u d  e s  l a  EEB ( 2 8 .3 6 6  d a l t o n ) ,  ya  que se  ha p o d id o
e s t a b le c e r  su s e c u e n c i a a m in o a c id i c a  p o r  t e c n i  c a s  de 
o x id a c id n ,  r e d u c c id n ,  e l e c t r o f o r e s i s  y c r o m a t o g r a f i a  ( HUANG y 
BERGDOLL, 1 9 7 0 a , 1 9 7 0 b , 1 9 7 0 c ) . Los p e s o s  m o le c u la r e s  que se
b a r a ja r o n  a l  p r i n c i p i o  p a ra  1 as  EEA, EEC y EEB o s c i la b a n
a lr e d e d o r  d e  3 5 .0 0 0 ,  au nq ue  p o s t e r i  o rm e n te  lo s  e s t u d ic s  
p a re c e n  i n d i c a r  que se  a p ro x im e n  mas a lo s  v a lo r e s  s e n a la d o s  
en l a  t a b l a  I I  (BERGDOLL, 1 9 8 3 ) .  Se ha d e te r m in a d o  que e l
p eso  m o le c u la r  de EEF es  ap ro x  im a d a m e n te  2 4 .0 0 0 .
E x is t e n  d i f e r e n c i  as e n t r e  lo s  p u n to s  i s o e l e c t r i c o s  re s e n a d o s  
p a ra  la s  d i f e r e n t e s  e n t e r o t o x in a s ,  y a  que se  o b t ie n e  mas de  
un p i CO con una d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  1 os  de a p ro x  i  m adam ente 0 . 4  
u n i d a d es  de pH. En un p r in  c i  p i o , CHU e t  a l .  (1 9 6 6 )  
d e te r m i n a ro n  p o r c r o m a to g r a f f a  de p a p e l que e l  p u n to
i s o e l é c t r i c o  de l a  EEA e r a  6 . 8 ,  p e ro  p o r  e n fo q u e  i s o e l é c t r i c o  
se han r e v e l  ado c u a t r o  p ic o s  con pH de 8 . 1 4 ,  7 . 6 8 ,  7 .2 6  y 
6 . 6 4 ,  p o r l o  que e l  p I  es  s u p e r io r  a l  o r i g i n a l ,  mi e n t r a s  que  
ROBERN e t  a l .  (1 9 7 4 )  con l a  m ism a t é c n ic a  o b tu v i  e ro n  
f r a c c i on es con pH de 8 . 6 0 ,  8 . 1 0 ,  7 . 6 0 ,  7 ,2 1  y 6 . 7 .  CHANG y 
D IC K IE  (1 9 7 1 )  lo c a l i z a r o n  mas de un co m p o n en ts  en l a  
e n t e r o t o x in a  B m e d ia n te  e n fo q u e  i s o e l é c t r i c o  y s u g i r i e r o n  que  
l a  d i f e r e n c i  a de f r a c c i  ones p u d ie r a  s e r  d e b id a  a h i d r d l i s i s  
p a r c i a l  de lo s  g ru p o s  ami dos de l a  g lu ta m in a  y l a  a s p a r a g i  na  
en l a  p r o t e f n a  en e l  t r a n s c u r s o  de l a  t é c n i c a .  Segun SPERO e t
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â l . (1 9 7 4 ) 1 os e s t a f  i 1 oco co s  s i  n t e t i  z an s o lo  uno de le s
c o m p o n e n te s , que se  c o n v i e r t e  de una -form a a o t r a  p o r  un 
e n z im a  t a l  como l a  a m id o l i id r o la s a .  Medi a n te  l a  e x p o s ic ic jn  de  
l a  t o x in a  a pH 9 . 0  a 37C p u d ie ro n  e l i m in a r  1 o s  g ru p o s  ami d o , 
con 1 o que se  d e m o s tro  l a  - f a c i l i d a d  con que e s t a  s e  p r o d u c ia  
en a lg u n o s  de e s to s  g ru p o s , s i  g u i endo e l  m o d e lo de la s
r e a c c i ones de p r im e r  o r d e n . La e n t e r o t o x  i  na  C l se  
t r a n s fo rm a b a  en m o le c u la s  menos b ^ s ic a s  p o r  e l  t r a t a m ie n t o  
con a l c a l i s ,  p e ro  no a lc a n z a b a  e l  e s ta d o  de E E C 2, aunque e l
p u n to  i s o e l é c t r i c o  o b te n id o  e r a  s i m i l a r  a l  d e  e s ta  u l t im a
(METZGER e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  Aun cu and o  e s t a s  do s  e n te r o t o x  i nas  
c o m p a rten d é te r m in a n te s  a n t ig é n ic o s  p r i n c i p a l e s ,  ta m b ie n
g o zan  de o t r o s  s e c u n d a r io s  que le s  son p r o p i  os  y que no sa  
t r a n s fo rm a n  p o r l a s  c o n v e r s i  on es (LEE e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ;  l a  
e n te r o t o x  i na C2 e s  mucho mas r e s i  s t e n t e  a l a  c o n v e r  s i  d ir,, 
S Ie n d o  ë s t a  s 6 lo  p o s ib le  medi a n te  e l  t r a t a m i  e n to  p ro lo n g a d o  
con A l c a l i s .  METZGER e t  a l .  (1 9 7 2 )  p u r i  f  i  c a ro n  EEB con un p i
de 9 . 4 ,  in d ic a n d o  que a e s te  p I  e s  a l  que l a  b a c t e r i a  
s i n t e t i z a  d ic h a  t o x in a .  Se p u ed e  c o n c l u i r  que 1 os p u n to s  
i s o e l d c t r i c o s  de l a s  e n t e r o t o x in a s  cu an d o  s e  s i n t e t i z a n  
1 n i C la lm e n te  pueden no c o i n c i d i r  con e l  d e  p u r i f i c a c i d n ; ne 
o b s ta n te ,  e s to  no i m p l i c a r i a  r e p e r c u s io n e s , ya que a l
a i  s ia r s e  • 1 as  f r a c c i on es no p a re c e n  e x i s t i r  d i  f e r e n c i  as en
1 a s  a c t iv id a d e s  t a n t o  t d x ic a s  como i  nm unol o'gi c a s  (CHANG v 
D IC K IE , 1 9 7 1 ) .
A p a r t i r  d e l à  e c u a c id n  de S c h e ra g e  y M a n d e lK e r n , BER3D0LL e t  
a l .  (1 9 7 4 ) s u p u s ie r o n  que la s  e n te r o t o x  in a s  e r a n  m o lë c u la  =
Tabla 12: Conposiciôn aminoacîdica de las enterotoxinas (g/100
g de proteina). (Tornado de 3ERGD0LL;19S3).
Amino acid A B c , Cy C.t D E F
Lysine 11-25 I4-S5 14-41 11-99 11-71 12-91 10X3 J2I6
Hisiidinc à 15 2 14 2-91 2 87 2-96 2-(i6 1-(W 2-69
Arginine 4-02 2-59 1-71 175 1 52 1-3S 4 50 2 811
Aspartic acid 15-5.1 IS-11 17-S5 IS-19 IX-27 16 57 15-10 12-92
Threonine 5 95 4-50 5-31 5 SO 6-07 4-51 6-36 9-TO
Serine 2-99 4-05 4-5S 4S I 5-64 5-09 4 72 8-71
Glutamic acid 12-.15 9 45 S 95 X 91 7-S6 11-15 12-15 10-15
Proline 115 2-11 2-15 2-21 2-10 1-41 1-93 4 55
Glycine 2-95 1-7S 2 99 2 90 1.14 2-69 4 10 3-50
Alanine 194 112 1-S5 161 1-74 2 (Ml 2-.IS 1-25
1 l;ilf-cystinc 0 55 U-5S 0 79 0-74 U 52 0-74 0 XI U-7II
Valine 4 91 5-55 6-50 5X7 5 61 4 11 4 16 2-46
Methionine 0-95 1-52 1 20 1 60 1-72 1-07 0-45 1-16
Isolcucine 4-11 151 4(19 4-02 3-18 6-(Kl 4-10 7 52
Leucine 9-7S 6-S5 6 54 6-11 6-58 9 25 10 (IX 6 22
Tyrosine 10-51 II  50 9 SO 10-27 10-14 7-21 9 79 6-77
Phenyi.ihinine 4-11 5-21 5 15 5-25 5-40 4 75 4 47 4 /ft
Tryptophan 145 0-95 0-99 0X4 — 0 ()2 151 2 -no
Amide N IL 1 -SO 1 -56 171 152 1 12 1-71 1-66 0 74
Los valcres expresados corresponden a los siguientes autores:
EEA: 3CHANT2 et al., 1972; EEB, BEBGCOLL et al.. 1955; EECl y 
EEC2: HUANG et al., 1967; EEC3: REISER et al., 1921; EED: CHANG 
y BERGDCLL, 1979; EEE : BORJA et al. 1972; ES.-: REISER et al. .
1931 .
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e l i p s o i d a l e s .  La e s t r u c t u r a  p a re c e  s e r  a s e n c ia l  p a ra  l a
a c t i v id a d  b i o ld g ic a  y l a  p ë r d id a  d *  t o x ic id a d  * s t 4  
in t im a m e n te  r e la c io n a d a  con l a  r e a c c id h  a n tf^ g e n o -a n t ic u e r p o .  
La p ^ r d id a  de 1 os  g ru p o s  a t f p i  co s  o c u l t o s  in d u c e n  una  
a l t e r a c i d n  en l a  c o n -fo rm a c id n  de l a  m o lé c u la .
En l a  t a b l a  12 s a  o f r e c e  l a  com posi c i  dn a m in o a c fd ic a  d e  l a s  
e n t e r o t o x in a s .  L a s  d i f e r e n c i  a s , t a n t o  c u a l i t a t i v a s  como 
c u a n t i t a t i v a s ,  e n t r e  lo s  am in o d fc id o s  s e  m a n i f ie s t a  en l a s  
v a r i a c i o n e s  e n t r e  lo s  p u n to s  i s o e l d c t r i c o s  y  e n t r e  lo s  
c e n t r o s  a n t ig é n ic o s  (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  d e s c o n o c ié h d o s e  
s i  é s ta s  po see n  a lg u h  s i g n i f i c a d o  a p a r t é  de r e p r é s e n te r
d é te r m in a n te s  a n t ig é n ic o s  d i f e r e n t e s .  C o n t ie n e n  c a n t id a d e s  
r e la t iv a m e n t e  e le v a d a s  de l i s i n a ,  a c i  dos a s p é r t ic o  y 
g lu tâ m ic o  y t i r o s i n a ,  p e ro , p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e l  c o n te n id o  en 
t r i p t d f a n o  e s  b a jo .  Un h ec h o  r e p e t i t i v o  e s  que poseen s 6 lo  
dos r e s t a s  de c is t e i 'n a ,  e n t r e  lo s  que se  e s t a b le c e  un p u e n te  
d i s u l f u r o .
La c o m p o s ic id n  a m in o a c îd ic a  es  muy s i m i l a r  e n t r e  l a  EEA y l a  
EEE p o r  un la d o ,  y l a  EEB y l a s  EECs p o r  o t r o .  E l c o n te n id o  
en m e t io n in a  (u n a  a dos m o lé c u la s  en e l  p r im e r  c a s o  y ocho o 
n u eve  en e l  se g u n d o ) es  e l  que ha p e r m i t id o  e s t a b le c e r  e s to s  
dos g ru p o s ; p e ro  ambos se  d i f e r e n c i  an ta m b ié n  en l a  c a n t id a d
de l i s i n a ,  é c i  dos a s p é r t ic o  y g lu ta 'm ic o , le u c in a  y
t r i p t d f a n o .  BERGDOLL e t  a l .  (1 9 7 3 )  o p in a n  que ta m b ié n  p a re c e n  
a p r e c ia r s e  d i  f e r e n c i  as en e l  co m p o rtam i e n to  f ^ s i c o ,  ya que l a  
a c t iv id a d  de 1 a s  EEB o EECs quedan d is m in u id a s  o a n u la d a s  p o r
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d iv e r s e s  f a c t o r e s  t a l c s  como s a le s  p o t d s ic a s ,  a c r i - f l a v i n a ,  
s u i f a t o  de e s t r e p t o m ic in a  y c l o r a n f e n i c o l , e n t r e  o t r o s .  A l 
p a r e c e r ,  l a  EED no p u ed e  in t e g r a r s e  en n in g u n o  de lo s  dos  
g ru p o s , fo rm a n d o  o t r o  a p a r t é .
Es in t e r e s a n t e  r e m a rc a r  que e l  r e s t o  N - t e r m in a l  en to d a s  l a s  
e n t e r o t o x in a s  e s  b ie n  s e r in a  o b ie n  i c i  do g l u t im ic o  ( t a b l a  
1 3 ) ,  s i  endo l a  s e r in a  e l  se g u n d o  r e s t o  en e s t e  ü l t im o  c a s o .  
S 6 l o s e  pueden p ro p o n e r  h ip c S te s is  en e s t e  t e r r e n o :  BERKELEY 
e t  a l .  (1 9 7 8 )  han s u g e r id o  que l a  s e c r e c id n  d e  e n t e r o t o x in a  
p u d ie r a  1 le v a r s e  a cab o  a t r a v é s  de un s is te m a  i n t e r m e d ia r io  
l i p i d i c o / e x o p r o t e f n a ,  en e l  c u a l  l a  s e r in a  j u g a r i a  un p a p e l  
c r u c i  a l .
T a b la  13 : Ami n o d e id o s  t e r m in a le s  de l a s  e n t e r o t o x in a s .
EET N - te r m in a l C - te r m i  n a l A u to r  !
A S e r i  na S e r in a SCHANTZ e t  a l . ,  1 9 72  j
B A c id o  g lu t im ic o L i s in a
1
BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 65  j
C l A ci do g l u t im ic o G1 i c i n a HUANG e t  a l . ,  1967 ;
C2 A c id o  g l u t im ic o G1 i c i n a HUANG e t  a l . ,  1967  ;
C3 S e r in a - REISER e t  a l . ,  1979
D S e r i  na L i s in a CHANG y BERGDOLL, 1979
E S e r i  na T r e o n in a BORJA e t  a l . ,  1972
La s e c u e n c ia  de l a  e n t e r o t o x in a  B r é v é l a  que lo s  dos r e s t o s
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de c i s t e i n a  s e  l o c a l i z a n  en l a s  p o s i  c i  o n es  9 2  y 1 1 2 ;  en l a  
m o l é c u l a  a c t i v a  se  p r e s e n t a n  en fo rm a  de c i s t i n a ,  
e s t a b l a c i é n d o s e  un p u e n t e  d i s u i f u r o  e n t r e  ambos y fo r m in d o s e
a s T  un l a z o  ( " l a z o  de l a  c i s t i n a " )  que e n g lo b a  2 0  a m in o ie id o s  
y que l e  c o n f i e r e  una e s t r u c t u r a  muy e s t a b l e , fo rm a n d o  un 
e n r o l 1 a m ie n t o  ( f i g u r a  I I ) .  M a c ie n d o  us o  de t r a t a m i e n t o s  
t r i p t i c o s  s u a v e s  se  pu e d e  f r a g m e n t e r  e s t e  l a z o  e n t r e  l o s  
a m in o â c i d o s  Ly s  y T h r  que o c u p an l a s  p o s i  c i  o n es  97  y 98  
( SPERO e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  I n c l u s o  p o r  l a  r e d u c c i d n  d e l  p u e n te  
d i s u i f u r o ,  l o s  dos f r a g m e n t o s  p e p t i d i c o s  pe rm an ec^an  j u n t o s
como una e n t i d a d  m o l e c u l a r  d n i c a ,  u n i  dos m e d ia n te  
i n t e r a c c i o n e s  no c o v a l e n t e s .  En a p a r i e n c i a ,  no hubo
d i s m i n u c i 6 n de l a  a c t i v i d a d  t a n t o  t û x i c a  como in m u n o l ô g i c a .
E r a  d i f  l ' a i l  o b t e n e r  l a s  dos p a r t e s  como dos e n t i d a d e s  
i n d e p e n d i e n t e s , y cu an d o  s e  c o n s i g u i ô ,  medi a n t e  c r o m a t o g r a f T a  
con C M - c e l u l o s a  en u r e a  8 M, s e  comprobd que en e s a  fo rm a  e r a n  
muy i n e s t â b l e s .  Cada f r a g m e n t e  p e p t f d i c o ,  p e r o  e s p e c i a l m ente  
e l  e x t r e m e  N - t e r m i n a l ,  r e a c c i  onaba con e l  a n t i  c u e r p o
espec i^ f  i  co  p a r a  EEB. E l  p é p t i d o  C - t e r m i n a l  i n h i b i ' a  l a  
p r e c i  p i  t a c i  dh de l a  EEB con su a n t i  c u e r p o  especiTf i  co p e ro
g e n e r a l m e n te  no da ba  una 1 f n e a  de p r e c i p i t a c i d n  an l a s  
p r u e b a s  de d i f u s i d n  en g e l , l e  que fu n d a m e n ta b a  que l o s  
d é t e r m i n a n t e s  p r i n c i p a l e s  p u d i e r a n  e s t a r  r e l a c i o n a d o s  con e l
e x t r e m e  N - t e r m i n a l .  E x i s t i a  c i e r t a  e v i d e n c i a  de  que e l  
p é p t i d o  C - t e r m i  n a l  p u d i e r a  s e r  t d x i c o ,  aunque a n i v e l k s  muy 
b a j o s ,  p o s i b l e m e n t e  a c a u s a  de l a  f a c i 1 d e s n a t u r a l i z c c i d n  de  
l o s  co m p o n en tes  s e p a r a d o s .  En c u s e n c i a  d e l  a g e n t e  
d e s n a t u r a l i z a d o r , se  r e s t a c ?  e c i a  l a  u n i  dn e n t r e  ambos
'OI
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f r a g m e n to s ,  r e c o b r a n d o  l a  t o t a l i d a d  de l a  a c t i v i d a d  t a n t o  
t d x i c a  como i n m u n o l d g i c a  (SPERO e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .
A . 2 . 2 .  LOCALIZACION MOLECULAR DEL CARACTER DE
ENTEROTOXISENICIDAD.
P a r e c e  s e r  que e l  l a z o  de l a  c i s t i n a  es  una e s t r u c t u r a
c o m p a r t id a  p o r  t o d a s  l a s  e n t e r o t o x i n a s ,  ya que ca da  una  
c o n t i e n e  t a n  s 6 l o  dos r e s i d u e s  de c i s t e f n a .  S in  em ba rg o ,  l a  
s e c u e n c i a  a m i n o a c i d i c a  de d i c h o  l a r o  puede  s e r  d i f e r e n t e  p a r a  
ca da  e n t e r o t o x i n a ,  como se  ha e n t r e v i  s t o  a p a r t i r  de  l a  
s e c u e n c i a c i d n  p r o v i s i o n a l  d e l  mismo en l a  EEA. E l  l a z o  de 
c i s t i n a  en l a  EECl p u ed e  f r a g m e n t a r s e  de i g u a l  m anera que en 
l a  EEB, p e r o  l a  EEA e s  a b s o l u t a m e n t e  r e s i s t e n t e  a e s t a  
p r é i c t i c a  (SPERO e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  1 o que s u g i e r e  que no es
n e c e s a r i a  l a  e s c i s i d h  p a r a  que e j e r z a  su a c c i  dn t d x i c a .
Al p a r e c e r ,  e l  l a z o  d e  c i s t i n a  en l a s  EEB y EECl son
s i  mi 1 a r e s  p e r o  no i d é n t i c o s ,  ya  que en e s t a  u l t i m a  e l  e n l a c e  
que se  e s c i n d i é  c o r r e s p o n d r a  a L y s - V a l  y en EEB no s e  ha  
e v i d e n c i a d o  n i n g u n  p a r  que i n c l u y a  e s t o s  dos am in o é 'c id o s .
H a s t a  l a  f e c h a ,  l o s  d a t o s  r e c o g i d o s  p e r m i t e n  e n u n c i a r  l a  
s e c u e n c i  a d e l  l a z o  de l a  c i s t i n a  en EEA y EEB, a n a l i  zan d o  
a q u e l 1 a s  p o r c i  o n e s  que se an  i  d é n t i  cas  (BERGDOLL, 1 9 8 3 ) .
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EEA:
-T h r— Al a-( c y s - M e t - T y r - G l  y - G l  y - V a l  -Thr-} -Leu-}-Hi s-j-Asp- Asn-Aan-j-Arg- 
}Leu-}-T h r —G1 u —G1 u—L y s —
EEB:
- L y s - T h r - j c y s - M e t - T y r — G1 y —G1 y - V a l  —T h r  - -G1 y 4H i s-fGl y-|Asn—A«n-}G1 u-
lUeu^A s p -L y s -T y r — Tyr—
HUANG e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  han p r o p u e s t o  é s t e  como c e n t r o  t d x i c o  ya  
que e s  l a  d n i c a  zo n a  de l a  m o lé c u la  i d é n t i c a  en ambas 
e n t e r o t o x i n a s .
A . 2 . 3 .  EFECTOS DE LAS MQDIF ICACIDNES QUIMICAS
N um erosos a u t o r e s  han d e s t a c a d o  l a  e s t a b i l i d a d  de  l a  m o lé c u la  
de EEB (SCHANTZ e t  a l . ,  1 9 6 5 ;  DALIDQWICZ e t  a l . ,  19 66 ;  CHU e t  
a l . ,  1 9 69 ;  SPERO e t  a l . ,  1 9 7 1 ) ,  q u ie n e s  e n s a y a r o n  e l  
t r a t a m i  e n t o  con v a r i a s  s u s t a n c i  as  q u i m i c a s ,  a s i  como l a  
d e s n a t u r a l i z a c i à n  p r o t e i c a  y l a  r e a c t i v a c i d n .  Se han  
r e a l i z a d o  e s t u d i o s  p a r a  s u s t i t u i r  r c s t o s  en  l a  e n t e r o t o x i n a  A 
en e l  a r e a  de l a  s e c u e n c ia  comdn, a f i n  d e  d e m o s t r a r  que é s t a  
es  l a  r e s p o n s a b l e  de l a  a c c i  dn t d x i c a .  En un p r i n c i p i o  se  
c o n c e n t r a r o n  l o s  e s f u e r z o s  en l a  s u s t i t u c i d n  d e  l o s  r e s t e s  de 
m e t i o n i n a ,  p e r o  r e s u l t a r o n  i n f r u c t u o s o s ,  p r o b a b le m e n t e  po r  
s e r  i n a c c e s i b l e s .  P o s t e r  i  o r m e n te  se  i n t e n t d  con l a  h i  s t i  d i  n a . 
o b s e r v ^ n d o s e  que l a  s u s t i t u c i d n  de c i n c o  o s e i s  de l o s  s i c t €  
r e s t e s  i n a c t i v e  l a  e n t e r o t o x i n a ,  aunque s e  pu ed an  r c e m p la z a -
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a l  menos t r è s  de e l  1 os s i  n p e r j u i  c i o  p a r a  l a  t o x i c i d a d ;  
d e s a f o r t u n a d a m e n t e , no ha s i  do p o s i b l e  d e t e r m i n a r  c u a l  de l o s  
r e s t o s  e s t a b a  i m p l i c a d o  en l a  a c t i v i d a d  t d x i c a .
La a c e t i 1 a c i  dn d e  l a s  e n t e r o t o x i n a s  B y C con a c e t i l - i m i d a z o l  
y e l  t r a t a m i  e n t o  n i  t r i  f  i  c a n t e  con t e t r a n i  t r o m e t a n o  r e v e l d  l a  
p r e s e n c i  a de  c i n c o  o s e i s  r e s t o s  t i r o s i l i c o s  " l i b r e s "  (CHU, 
1 9 6 8 ;  BORJA, 1 9 6 9 ;  BORJA y BERGDOLL, 1 9 6 9 ) .  E s t a s  
m o d i f i e a c i o n es  a p e n a s  r e p e r c u t e n  s o b r e  l a s  p r o p i  ed ades  
in m u n o l d g i c a s  o t û x i c a s  de  l a  m o lé c u la  de e n t e r o t o x i n a .  Al  
u t i l i z a r  u r e a  8 M, e l  r e s u l t a d o  f u e  l a  a c e t i 1 a c i  dn de d i  ez 
r e s i d u e s  de t i r o s i n a ,  i n h i b i é n d o s e  l a  r e a c c i  dn
a n t i g e n o - a n t i c u e r p o  a p ro x  i  madamente en un 20%. Al s e r  
s o m e t id a s  a c l o r h i d r a t o  de g u a n i  d i  na 5M 1 as  e n t e r o t o x i n a s  
e x p e r im e n t a b a n  un d e s d o b la m ie n t o  m a rc a d o ,  s i  endo e x p r e s a d o  en 
un ca m b io  en l a  v i s c o s i d a d  i n t r i n s e c a  y en l a  a c e t i 1 a c i  dn de  
l e s  r e s t o s  de t i r o s i n a ,  que cu and o  ë 's ta  es  c o m p lé ta  se  p i e r d e  
l a  t o x i c i d a d  c a s i  en su t o t a l i d a d .  Los g ru p o s  t i r o s i l i c o s  
" a n o r m a le s "  pueden j u g a r  un p a p e l  i m p o r t a n t e  en l a s
c a r a c t e r f s t i  c a s  e s t r u c t u r a l  es  de l a  t o x i n a ,  t a i e s  como l a
i n t e r a c c i d n  con o t r a s  c a d e n a s  l a t é r a l e s  con e l  o b j e t o  de  
fo r m a r  un n u c l e o  i n t e r n e  p a r a  m a n te n e r  l a  e s t r u c t u r a  r i g i d a ,  
ya  que se  o b s e r v a r o n  ca m b io s  c o n f o r m a c i o n a l e s  a pH 1 1 . 5 ,  pH 
a l  que l a  d i  s o c i  a c i  dn de l a  t i r o s i n a  es  d e p e n d i  e n t e  d e l
t i e m p o .  P o r  1o t a n t o ,  e l  h echo de que l a  c o n fo rm a c i  dn
o r i g i n a l  se  a l t é r é  con d e t r i m e n t o  de l a  a c t i v i d a d  b i o l d g i c a  
v i e n e  a d e m o s t r a r  q u e ,  a l  i g u a l  que o t r a s  p r o t e i n a s , l a  
e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  d e b e  s e r  fu n d a m e n ta l  p a r a  que esté"
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a c t i v a .  *
La  m o d i f i c a c i d n  de l o s  r e s t o s  de m e t i o n i n a  de l a  EEB con  
a c i  do i  o d o a c ë t i  co  y H3JO&. (CHU y  BERGDOLL, 1 9 6 9 )  r e v e l  d  que  
c u a t r o  de l o s  ocho r e s t o s  r e a c c i  onaban a una v e l o c i d a d  
s u p e r i o r  que l o s  r e s t a n t e s .  Lo s  a n à l i s i s  inm u noq u^m ico s  y  
f l u o r o m é t r i c o s  de l a  t o x i n a  m o d i f i c a d a  i n d i c a b a n  un c a m b io  en 
l a  c o n fo r m a c id n  cuando s e  v a r i a b a n  més d e  s e i s  r e s f d u o s  de  
m e t i o n i n a .  La  a c t i v i d a d  e m é t i c a  de l a  t o x i n a  se  p e r d i a  
i g u a l m e n t e  cuando r e a c c io n a b a n  s e i s  de e s t o s  r e s t o s .
CHU y CRARY ( 1 9 6 9 )  m e d ia n t e  g l i c i n a  m e t i l  é s t e r  en p r e s e n c i a  
de c a r b o d i  im i  da y de c l o r h i d r a t o  de g u a n i  d i  na 6 M c o n s i g u i  e r o n  
l a  m o d i f i c a c i d n  de l o s  3 3  g ru p o s  c a r b o x 1 1 i  co s  de EEB.  
O b s e r v a r o n  que l a  p é r d i d a  de a c t i v i d a d  e m é t i c a  s6 l o  e r a  
e f e c t i v a  cuando se  m o d i f i c a b a n  3 0  d* més g r u p o s ,  que i m p l i c a b a  
a s T  mismo l a  e x p a n s io n  de l a  m o l é c u l a .  Cuando l a  m o d i f i c a c i d n  
s e  e f e c t u a b a  en 21 d  2 4  r e s t o s  s o l o  se o b s e r v a b a  una 1 i  g é r a  
d i  smi n u c i  dn de l a  r e a c c i  dn a n t l ' g e n o - a n t i  c u e r p o  y de  1 as  
p r o p i  e d a d e s  f l u o r e s c e n t e s .
La g u a n i d a c i é n  de l o s  g r u p o s  d ^a m in o  y d e l  30% de l o s  r e s t o s  
N - t e r m i  n a l e s  l i b r e s  no supuso n in g u n  c a m b io  i m p o r t a n t e  en l a  
c o n f o r m a c id n  o en l a  a c t i v i d a d  b i o l d g i c a ,  aunque l a  
s o l u b i 1 id a d  de l a  e n t e r o t o x i n a  EEB d i s m i n u y d  r a d i c a l  m e n te .  
SPERO e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  c o n c l u y e r o n  que l o s  r e s t o s  de l i s i n a  no  
e s t a b a n  i m p l i c a d o s  n i  en l o s  c e n t r o s  a n t i g é n i c o s  n i  en 1 os  
t d x i c o s .  E s to s  mismos a u t o r e s ,  a l  i g u a l  que CHU e t  a l .  ( 1 9 6 9 )
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o b s e r v a r o n  que l a  e l i m i n a c i d n  de l o s  g ru p o s  £ -a m in o  o l a  
n e u t r a l i z a c i d n  de  l a s  c a r g a s  p o s i t i v a s  p o r  a c e t i 1 a c id n  
p r o d u c e  l a  i n a c t i v a c i o h  de l a  t o x i n a .  De sus e x p e r i e n c i a s  
ta m b ié n  p a r e c e  d e d u c i r s e  que l a s  c a r g a s  p o s i t i v a s  son  
e s e n c i  a i e s  p a r a  m a n te n e r  l a  con-f o rm a c id n  y l a  a c t i v i d a d  de l a  
t o x i n a .  Aunque CHU e t  a l .  ( 1 9 6 9 )  s u g i r i e r o n  que l o s  g ru p o s
am ino pueden j u g a r  un p a p e l  en 1 a a c t i v i d a d  e m é t i c a  y en 1 a
r e a c c i  dn a n t i g e n o - a n t i c u e r p o , es  més v e r o s i m i 1 que su f u n e i o n  
p r i n c i p a l  es té *  e n c a m in a d a  a m a n te n e r  l a  con-f o rm a c i  dn n a t i v a ,  
que es  e s e n c i  a l  p a r a  que t e n g a  l u g a r  l a  a c t i v i d a d  b i o l d g i c a .
En l a  c o m p o s ic id h  de l a  EEC d e s ta c a n  muchos a m in o â c id o s
p o l a r e s ,  a s i '  como dos r e s t o s  de t r i p t d - f a n o .  La  m o d i - f ic a c id n
de 1 os a m in o é c id o s  l i b r e s  no a f e c t a  l a  a c t i v i d a d  de e s t a  
e n t e r o t o x i n a ,  p e r o  l a  m e t i o n i n a  p a r e c e  desem penar  un 
i m p o r t a n t e  p a p e l  (CHU y BERGDOLL,1969; CHU y CRARY, 1 9 6 9 ) .  La  
modi-f i c a c i d n  d e  l o s  g r u p o s  c a rb o x  i l  l i b r e s  in d u c e  un l e v e  
e f e c t o  s o b r e  l a  r e a c c i  dn a n t i ' g e n o - a n t i  c u e r p o  y s o b r e  l a  
f 1u o r e s c e n c i a , p e r o  l a  a c t i v i d a d  e m é t i c a  no se  ve a f e c t a d a .  
La con-f o rm a c i  dn de l a  EEB e x p e r im e n te d  ca m b ios  a medi da que se  
va  m o d i f i c a n d o  y ,  en o p i n i d n  de d ic h o s  a u t o r e s , no p u ed e
v o l  v e r  a l  e s t a d o  n a t i v o  t r a s  l a  m o d if i c a c i d n .
BORJA y BERGDOLL ( 1 9 6 9 )  e s t i  maron que l a  m o lé c u la  de EEC es
c o m p a c ta ,  p e r o  que se  d e s d o b la b a  t r a s  e l  t r a t a m i  e n to  con
c l o r h i d r a t o  de g u a n i  d i  n a , t r a n s f o r m é n d o s e  en l i n e a r .  En d i c h o  
e s t u d i  o se  c o n c l u y d  que l o s  c i n c o  g ru p o s  t i  r o s i  1 l i b r e s  de l a  
s u p e r f i c i e  no a f e c t a n  a l a s  p r o p ie d a d e s  i  n m u n o ld g ic a s  n i
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e m é t i c a s  de l a  EEC.
A. 3 .  S IN T E S IS  DE LAS ENTEROTOXINAS
A. 3 . 1 .  GENETICA Y MECANISMO DE S IN T E S IS
A . 3 . 2 .  LOCALIZACION CELULAR DE LA S IN T E S IS  Y TRANSPORTE 
EXTRACELULAR
A . 3 . 3 .  FASE DE CRECIMIENTO
A . 3 . 4 .  FACTORES QUE AFECTAN A LA S IN T E S IS  DE LAS
ENTEROTOXINAS
A . 3 . 4 . a . SUSTANCIAS EN SOLUCION
A . 3 . 4 . b . TEMPERATURA
A. 3 . 4 . c . TIEMPO
A . 3 . 4 . d . ATMOSFERA Y EMPAQUETADO
A . 3 . 4 . e . pH
A . 3 . 4 . f . A CTIV IDAD DE AGUA
A . . ï . 4 * g . CLORURO SODICO
A . 0 . 4 . h . NITRATOS Y N ITR IT O S
A . 3 . 4 . i . FLORA COMPETIDORA
A. 3 . 5 .  D I FERENCIAS ENTRE LA S IN T E S IS  DE LAS
ENTEROTOXINAS
A . 3 . 1 .  GENETICA Y MECANISMO DE S IN T E S IS
& C ua l es  l a  f u n c i d n  oe 1 as  e n t e r o t o x i n a s  en l a  b i o l o g i ' a  de  
l o s  e s t a f i 1o c oco s?  A q u e l1 as  c e p a s  e n t e r o t o x  i g é n i  c a s ,  & pueden
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m u ta r  y p e r d e r  e s t e  c a r â c t e r ,  p e rd u r a n d o  su v i a b i l i d a d ?  Son 
muchas l a s  p r e g u n t a s  que adn no se  han r e s p o n d ! do en t o r n o  a 
l a  s i n t e s i s  de 1 as  e n t e r o t o x : na s  e s t a f i 1o c 6 c i c a s , p r e g u n t a s  
que -fueron  . s u r g i e n d o  desde  l a  d é cad a  de l o s  4 0 .
En l a  a c t u a l i  dad se a c e p t a  que l a  EEA s e  c o d i f i e s  p o r  un gen  
en e l  crom osom a, que es  t r a n s f e r i b l e  a l  genorna de E . c o l i  en  
f o r m a  de p l é s m i d o .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  e l  gen que c o d i f i e s  l a  
EEB p a r e c e  que r e s i d e  en un p la 's m id o ,  aunque s e r  f a  v e r o s f m i  1 
que e s t é n  i m p l i c a d o s  dos g e n e s .  Demos un b r e v e  r e p a s o  a cdmo 
se  f o r m u l a r o n  e s t a s  h i p d t e s i s  a c e r c a  de l a  b a s e  g e n é t i c a  de  
l a  p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a s .
La EEB se  ha e s t u d i  ado mas e x h a u s t iv a m e n t e  que c u a l q u i e r  o t r a  
e n t e r o t o x i n a  e s t a f  i 1 o c d c i  c a , p r o b a b le m e n t e  a c a u s a  de que su  
p r o d u c e : dn p o s e e  l a  c a r a c t e r f s t i  ca  de s e r  més v a r i a b l e . I n c l u s o  
se  ha o b s e r v a d o  e l  hecho de que i n d i v i d u o s  de una misma 
c o l o n i a  s i n t e t i z a n  c a n t i d a d e s  muy d i  f e r e n t e s  de EEB (BERGDOLL 
e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  ALTENBERN ( 1 9 7 5 )  ha i n d i c a d o  que o b tu v o  
m u ta n te s  de l a s  ce pas  7 7 8  y 14 458  que p r o d u c ia n  i n c l u s o  50  
v e c e s  mas que l a  cepa p a r e n t a l  po r  s e l e c c i  On de i n d i v i d u o s  
s e n s i b l e s  a l  pH s e g u id o  de m u ta n te s  de c a r b o h i d r a t o s .  S i  n 
e m b a rg o ,  l a  EEA perm an ece  i n v a r i a b l e  en c u a n t o  a l a  c a n t i d a d  
p ro d u c  i  d a , s ie n d o  d i f i c i l  en e x t r e m o  i n c r e m e n t a r  e l  
r e n d i  mi e n t o  (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .
DORNBUSCH e t  a l .  (1 9 6 9 )  a n u n c i  a ron  l a  r e l a c i  dn e x i s t e n t e  
e n t r e  l a  r e s i  s t e n c i a  a l a  m et i  c i  1 i na y l a  p r o d u c c id n  de EEB.
- 2 1 -
No o b s t a n t e ,  LACEY ( 1 9 7 4 )  p r o b à  que e l  gen m ec , r e s p o n s a b l e  
de l a  p r i m e r a  c a r a c t e r f s t i c a ,  no e s t é  l i g a d o  a e n t B , como se  
denom inti  a l  gen que c o d i f i e s  l a  s i n t e s i s  d e  EEB. De h e c h o ,  e l  
80% de l a s  c e p a s  e x a m in a d a s  p o r  BERGDOLL e t  a l . ( 1 9 7 4 )  que
p r e s e n t a b  an r e s i  s t e n c i  a a l a  m e t i c i l  i n a  p r o d u c i 'a n  EEB 
mi e n t r a s  que t a n  s6 l o  e l  17% de  m e t i  c i  1 i n - s e n s i  b l e s  e r a n  
p r o d u c t o r e s .  E s t o  i m p l i e s  que l a  EEB se  r e l a c i o n e  
p r i n c i p a l m e n t e  con l a s  i n f e c c i o n e s  de t i p o  h o s p i t a l a r i o ,  
mi e n t r a s  que l a s  EEA y EEC son l a s  que se  a s o c i  an més 
comiinmente con b r o t e s  d e  i n t o x i c a c i ^ n  a l i m e n t a r i a .
P o s t e r i o r m e n t e ,  SHAFER y lANDOLQ ( 1 9 7 0 ) ,  e s t u d i  ando l a  
s i n t e s i s  de e s t a  misma e n t e r o t o x i n a  p o r  l a  c e p a  S 4 ,  h a l l a r o n  
un d n ic o  p i a s m id o  de  3 7 9  que c o d i f i c a b a  l a  r e s i  s t e n c i  a a l  
C ad m io ,  i n t e n t a n d o  r e l a c i o n a r l o  con l a  p r o d u c c id n  de EEB. S in  
em b a rg o ,  l a  e l i m i n a c i d n  d e l  p i a s m i d o  d e t e r m i n a b a  l a  a p a r i c i d n  
de i n d i v i d u o s  c a d m i o - n e g a t i v o s  p e r o  EEB+. La c e p a  2 7 7  p o see  
dos p l é s m id o s :  uno 3 7 S ,  p r e s e n t e  en l a s  e s t i r p e s
p e n i c i  1 i n - r e s i s t e n t e s  p e r o  c u y a  e l i m i n a c i d n  t a m b ie h  r e s u l t a b s  
en p e n i c i  1 1 n - s e n s i b l e s / E E B + ;  e l  o t r o  e r a  21S y c o d i f i c a b a  l a  
c a r a c t e r i s t i c s  T e t - r  ( t e t r a c i c l i n —r e s i s t e n t e ) . D ic h o s  a u t o r e s  
s u g i r i e r o n ,  c o n s i d e r a n d o  l o s  d a t o s  m e n c io n a d o s , que l a  EEB 
e s t a b a  c o d i f i c a d a  p o r  un gen 1 o c a l i z a d o  en e l  crom osom a.
SHALITA e t  a l . ( 1 9 7 7 ) ,  en I s r a e l ,  a n a l i z a r o n  l a  d o t a c i d n
g e n é t i c a  de l a  c e p a  DU4916 p o r  m éto dos  de t r a n s d u c c i d h , 
t r a n s f o r m a c i d n  y p o r  e l i m i n a c i d n  de p o r c i  o n es  g e n o m ic a s ,  
i n f  ormando que e l  p la 's m id o  pSN2, de  0 . 7 5  M d a l to n  c o d i f i c a b a
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l a  s i n t e s i s  de EEB en e s t a  c e p a ,  e s ta n d o  l i g a d o  a l  p lé s m id o  
de r e s i  s t e n c i  a a l a  t e t r a c i  c l i n a , mi e n t r a s  que l a  r e s i  s t e n c i a  
a l a  m e t i  c i  1 i  na s e g u f a  un p a t r d h  i n d e p e n d i e n t e .
E l  s i  gu i  e n t e  ano SHAFER y lANDOLO < 1 9 7 9 ) ,  cu and o  a n a l i z a b a n  
16 c e p a s  m e t i  c i  1 1n - r e s i  s t e n t e s , o b s e r v a r o n  que un t e r c i o  de  
l a s  mismas p r e s e n t a b a  un p lé s m id o  ( e n t B ) de  1 . 1 5  M d a l t o n , a l  
p a r e c e r  c r i t i c o  p a r a  l a  e n t e r o t o x i g é n e s i s  de EEB, aunque  no  
s u f i c i e n t e .  E se mismo gen se l o c a l i z a b a  en e l  cromosoma de  
c e p a s  m e t i c i  1 ( n  t a n t o  r e s i  t e n t e s  como s e n s i b l e s .  La h i p d t e s i s  
que se b a r a j d  en e l  momento f u e  que l o s  l_gçi_ de  e n tB  y de  
m e t - r  no e s t a n  r e l a c i  onados i n t i  mamente p e r o  que c o t r a n s d u c e n  
con a l  t a  f r e c u e n c i  a .  A s i  mismo, m e t - r  y t e t - r  s ie m p r e  son  
c o t r a n s d u c i d o s . ■ Los d a t o s  a p u n ta b a n  h a c i  a l a  a s o c i a c i  dn 
t e m p o r a l  e n t r e  e n t B , m e t - r  y t e t - r .
A e s t e  r e s p e c t e ,  PATEE y GLAT2 ( 1 9 8 0 ) ,  en Ames ( lo w a)  
s u g i r i e r o n  que e l  gen que c o d i f i e s  l a  s i ' n t e s i s  de EEB en l a s  
ce p a s  S6  y ' 2 4 3  se 1o c a l i  za  en un t r a n s p o s d n .  Los u l t i m e s  
d a t o s  (DYER y lANDOLO, 1 9 8 1 ) ,  c o n f  i rmados p o r  t e 'c n ic a s  de  
t r a n s f o r m a c i d n  y po r  p r o t o p  1a s t o s , p a re c e n  i n d i c a r  que e l  gen  
pSN2 i d e n t i f i  ca do  por SHALITA e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) ,  que c o d i f i c a  un 
p o l i p é p t i d o  de 1 8 . 0 0 0  d a 1 to n  que no r e a c c i o n a  
in m u n o ld g ic a m e n t e  con l o s  a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  f r e n t e  a 
EEB, no es  un r e s e r v o r i o  d e l  gen e s t r u c t u r a l  de EEB, p e r o  sus  
f u n c i ones en r e l a c i o n  con l a  s i n t e s i s  de e s t a  e n t e r o t o x i n a  
son de n a t u r a l ez a r e g u l a t o r i a .  En l a s  c e p a s  p r o d u c t o r a s  de 
EEB, p o r  t a n t o ,  pSN2 p o o r f  a 1o c a l i z a r s e  t a n t o  en e l  m a t e r i a l
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g e n é t i c o  e x t r a c r o m o s d m ic o  como cromosdmico^ p e r o  no  a c t u a r f a  
d i r e c t a m e n t a  s o b r e  l a  s i ' n t e s i  s de  l a  e n t e r o t o x i n a ,  p a r a  l a  
que s é r i a  n e c e s a r i o  p e r o  no  s u f  i c i e n t e .  E s t a  e s t a r  l'a su j e t a  
a l  menos a do s  g e n e s  i n d e p e n d i e n t e s .
L a  c o t r a n s d u c c i 6 n de  un m u t a n t e  d é f i c i e n t e  en l a  s f n t e s i s  de  
EEB p o r  r e c o m b i n a c i d n  s d l o  t e n f a  l u g a r  c u a n d o  e l  d o n a n t e
a l b e r g a b a  e l  p l é s m i d o  p e n t B . L a  EEB d e  l o s  g e n o t i p o s  
cro m o s d m ic o s  no pudo e s t a b l e c e r s e  en d i c h o s  h o s p e d a d o r e s .  
E s to s  d a t o s  s u g i e r e n  que e l  gen e n t B  no  e s  c a p a z  d e  p r e s e n t e r  
una f r e c u e n c i a  e l e v a d a  d e  t r a n s i o c a c i d n  ( SHAFER y IANDOLO, 
1 9 8 0 ) .
L a s  i n f  o r  m a d o n e s  h a b i d a s  s o b r e  l a  b a s e  g e n é t i c a  de l a  
s i n t e s i s  de  EEA son mucho mas e s c a s a s  y d i s p e r s a s .  Lo s
p r i m e r o s  d a t o s  se  r e m o n t a n  a 1 9 6 5 ,  y  son  o b r a  de  GASMAN
( 1 9 6 5 )  q u i  en c o n f i r i d  a c e p a s  no e n t e r o t o x  i  g é h i  c a s  e s t e  
c a r i c t e r  p o r  1 i  s o g e n i  a con f a g o s  t e m p e r a d o s  d e  c u l t i v e s
e n t e r o t o x  i  g é n i  c o s .  En 1 9 8 0 ,  PATEE y GLATZ ( 1 9 8 0 )  d e t e r m i  n a r o n  
que en 5 6 ,  e l  gen r e s p o n s a b l e  d e  l a  s i n t e s i s  de  EEA se  
l o c a l i z a b a  c e r c a n o  a l  d e  l a  o < - h e m o l i s i n a ,  h l  a + , e n t r e  p u r - 1 10 
e i l y - 1 2 9 , en  e l  c rom os om a, p e r o  s i n  e m b a r g o ,  en 196E no  
e s t a b a  en l a  misma p o s i c i d n .
Lo que s e  c o n o c e  s o b r e  o t r a s  e n t e r o t o x i n a s  e s  aû n  mé's e x i g u o .  
lANDOLO y DYER ( 1 9 8 1 )  s u g i r i e r o n  que e l  e n t C  no e s t a b a  
a s o c ia d o  a DNA p l a s m f d i c o ,  p o r  l o  que e l  gen s é r i a  t a m b ié n  
cromosdmi c o .
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A . 3 . 2 .  LOCALIZACION CELULAR DE LA S IN T E S IS  Y TRANSPORTE 
EXTRACELULAR.
La p r o d u c e !d n  de p r o t e i n a s  e x t r a c e l u l a r e s , t a l e s  como 1 as  
e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i 1 o c d c i c a s , i m p l i c a  dos p r o c e s o s :  l a
s f n t e s i s  y l a  s e c r e c i d h .  Los mecanism os de e s t a  segun da  e t a p a  
perm anecen o s c u r o s ,  no h a b ié n d o s e  d e m o s tr a d o  de -forma  
i  n e q u i v o c a , aunque g e n e r a l  m ente  se  c r e e  que l o s  m ecani smos de  
t r a n s p o r t e  de l a  b a c t e r i a  son s i  mi 1 a r e s  a l o s  que t i e n e n  
l u g a r  en 1 as  c é l u l a s  e u c a r i  o t a s .  En ambos c a s o s ,  1 as  
p r o t e T n a s  d e s t i  n a d as  a l a  s e c r e c i  dn se  s i n t e t i z a n  con una  
p r o l o n g a c i  dn N - t e r m i n a l ,  g e n e r a l  m ente  de 25  a 3 0  a m in o â c i d o s ,  
que ju e g a  a lg d n  p a p e l  en e l  paso de l a  p r o t e f n a  a t r a v e 's  de  
l a  membrana. E s t e  p é p t i d o  a c c e s o r i  o o " s e c u e n c i a  d i r e c t r i z "  
s e  e s c in d e  de l a  p r o t e î n a  m e d ia n te  una p r o t e a s a  que a c t u a  en 
l a  s u p e r f  i  c i  e e x t e r n a  de l a  membrana, 1 i b e ré n d o s e  l a  p r o t e i n a  
a l  medi o e x t r a c e l u l a r .
Hay muchos d a t o s  que a p u n ta n  que l a s  e n t e r o t o x i n a s  se  
l o c a l i z a n  c i e r t o  p e r i o d o  de t ie m p o  en l a  membrana. A e s t e  
r e s p e c r o  c a t e  menci on ar  l o s  e s t u d i o s  de FRIEDMAN (1 9 6 8 )  qu i en  
o b s e r v é  que una s e r i  e de s u s t a n c i a s  (Tween 8 0 ,  é c i d o  o l e i c o ,  
d e o x1 c o l a t o  s o d i c o ,  p e n i c i  1 i n a , D - c i c l o s e r i n a ,  b a c i  t r a c i  n a )  
i n h i b f a n  l a  s i n t e s i s  de EEB s i n  a - fe c t a r  e l  c r e c i  mi e n t o .  E s t o  
se ha 1n t e r p r e t a d o  como que l a  EEB p e rm an ece  a s o c ia d a  a l a  
s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  ya que l a  a c t i v i d a d  de e s t o s  co m p uestos
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se d i r i g e  no h a c i  a l a  p r o t e f n a  s i n o  e s p e c i f i  c a m e n te  f r e n t e  a 
l o s  p r o d u c t o s  c e l u i  a r e s  que se  o r i g i n a n  c e r c a  de  l a  p a r e d ,  
p o r  l o  que e l  l u g a r  de s i n t e s i s  de  EEB d e b e  e s t a r  l o c a l  i z a d o  
en l a  s u p e r f i c i e  e x t e r n a .
La s  s u s t a n c i a s  con c a p a c id a d  t e n s o a c t i v a  raueden m o d i f i c a r  
b i e n  e x c l u s i v a m e n t e  l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  o b i e n  e l  
c r e c i m i e n t o  de l o s  e s t a f i l o c o c o s .  MARKUS y SILVERMAN ( 1 9 7 0 )  
r e a l i z a r o n  un e s t u d i o  muy c o m p le t e  s o b r e  l a  a c c i  dn de  
d i v e r s e s  c o m p u es to s  s u r f a c t a n t e s  s o b r e  ambos p a r a m é t r é s , 
o b s e r v a n d o  que e l  Tween 60  i n c r e m e n t a b a  mucho l a  s i n t e s i s  
t a n t o  de EEA como de EEB, a p e n a s  m o d i f i c a n d o  e l  c r e c i m i e n t o .  
O t r a s  s u s t a n c i  as  (Span 8 0 )  a c t u a b a n  i n h i b i e n d o  l a  s e c r e c i d n  y 
o t r a s ,  como e l  T r i t o n  X - 1 0 0  o e l  m o n o p a lm i t a t o ,  a n u la b a n  e l  
c r e c i m i e n t o .  E s t o s  d a t o s  s e  co m p le m e n ta n  con l o  a n t e r i o r m ente  
e x p u e s t o  y ponen de m a n i f i  e s t o  l a  i m p o r t a n c i a  de  l a  
i n t e g r i d a d  f u n c i o n a l  de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  en l a  s e c r e c i 6 n 
de l a s  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f  i  1 o c d c i  c a s .  PEPPER e t  a l  . (1 9 8 1 ) ,
t r a s  sus o b s e r v a c i o n e s  s o b r e  l a  i n h i b i c i d n  de l a  s e c r e c i d n  de  
EEA p o r  c e l u l a s  t r a t a d a s  con c e r u l e n i n a , s u g i r i e r o n  que se  
p ro d u c T a n  c a m b io s  en l a  composi c i  6 n d e  l a  membrana que  
afectoko de  fo rm a  e s p e c i f  i c a  a l  p r o c e s o  d e  t r a n s p o r t e ,  
p o s i b l e m e n t e  p o r  l a  a l t e r a c i d n  en l a  f l u i d e z  de l a  m embrana.
P o s t e r i  o r m e n te ,  CZOP y BERGDOLL ( 1 9 7 0 )  i n d i c a r o n  que 1 as  
f o r m a s .  L ( o b t e n i  da s  po r  t r a t a m i  e n t o  p r o l o n g a d o  con p e n i  c i 1 i  na  
y m e t i  c i  1 i na y que s d l o  c r e c e n  en m e d io s  h i p e r t d n i c o s ,  a 
d i f e r e n c i a  de 1 os " r e v e r t i e n t e s "  que pu ed en  c r e c e r  en m e d io s
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i s o t û n i c o s )  pueden p r o d u c i r  EEA, p e r o  que e x i s t i ' a  una  
r e l a c i  dn e n t r e  EEC y EEB y l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r .  Sus d a to s  
im p i ic a b a n  que t o d a s  l a s  fo rm a s  " r e v e r t i e n t e s "  y 5  de  6 
fo rm a s  L de c e p a s  p r o d u c t o r a s  de EEA s e c r e t a b a n  e s t a  
e n t e r o t o x i n a  a l  medi o , mi e n t r a s  que l o s  d a t o s  r e s p e c t i v e s  
p a r a  l a s  p r o d u c t o r a s  de EEB e r a n  4 de 5 " r e v e r t i e n t e "  y 
n in g u n a  fo rm a  L .  De i g u a l  fo r m a ,  n in g u n  " r e v e r t i e n t e "  y 
n in g u n a  fo rm a  L c u y a s  c e p a s  p a r e n t a l e s  p ro d u c f 'a n  EEC s e c r e t d "  
d i c h a  e n t e r o t o x i n a .
MILLER y FUNG ( 1 9 7 5 )  d e t e r m i n a r o n  que l a  m a y o r / a  de  l a  
e n t e r o t o x i n a  i  n t r a c e l u l a r  se  s i  t u a b a  en e l  e s p a c i o  
p e r i p l  cTsmi co en t o d a s  1 as  f a s e s  de c r e c i m i e n t o ,
in c r e m e n td n d o s e  l a  c a n t i d a d  t o t a l  de l a  misma cu and o  se  
d e t e c t a b a  t o x i n a  e x t r a c e l u l a r  en e l  medi o de c u l t i  v o .  En 
1 9 7 7 ,  NISKANEN ( 1 9 7 7 ) ,  p o r  l a  r u p t u r a  de l a s  c é l u l a s  de  
S . a u r e us con p r e s i d n  a -3 0 "  C o b s e r v d  que no se  podi'a  
e v i d e n c i a r  EEA l i g a d a  a l a  membrana c e l u l a r ;  a s i  m ismo, f u e  
i  ncapaz  de d e m o s t r a r  l a  1 i b e r a c i  On de e n t e r o t o x i n a  po r  
c é l u l a s  que no s e  h a l l a b a n  en r e p i  i c a c i d n ,  l o  que hacf 'a  
Euponer que l a  s i n t e s i s  de EEA e s t a b a  muy r e l a c i o n a d a  con e l  
c r e c i m i e n t o .  S in  e m b a rg o ,  a n t e r i o r ment e  MARKUS y  SILVERMAN 
( 1 9 7 0 )  h a b ia n  p u e s t o  de mani f  i e s t o  l a  s e c r e c i é h  p o r  p a r t e  de  
c é l u l a s  no r e p i i  c a n t e s ,  p o r  un s is t e m a  medi a n t e  e l  c u a l  
r e t i r a b a n  c é l u l a s  de l a  u l t i m a  p a r t e  de l a  f a s e  e x p o n e n c ia l  y 
p r i m e r a  de l a  e s t a c i o n a r i a , i n h i b i é n d o s e  l a  s e c r e c i d h  p o r  
2 , 4 - d i n i t r o f e n o l  ( i n h i b i  d o r  de l a  r e s p i r a c i û n  c e l u l a r ,  l o  que  
h a c i 'a  s u p o n e r  que e l  p r o c e s o  e x i g i a  e n e r g i a ) ,  p e r o  no p o r
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e s t r e p t o m i c i na o p o r  p e n i c i 1 i n a  G. I n c l u s o  p r o b a r o n  que e s t a s  
c é l u l a s  podTan s i n t e t i z a r  c i e r t a  c a n t i d a d  de t o x i n a  en
a u s e n c i a  de una f u e n t e  e x d g e n a  de n i t r 6 g e n o ,  y s é l o  con
g l u c o s a ,  en p r e s e n c i a  de  c l o r a n f e n i c o l , un i n h i b i d o r  d e  l a  
s i n t e s i s  p r o t e i c a ,  i n d i c a n d o  a s i  l a  e x i  s t e n c i  a de  p r e c u r s o r e s  
de t o x i n a  en l a  c é l u l a .  Ya que l a s .  v a r i a n t e s  de f a s e  L pueden  
s i n t e t i z a r  e n t e r o t o x i n a  (CZOP y BERGDOLL, 1 9 70 )  p a r e c e
p o s i b l e  que l a  s i ' n t e s i s t e n g a  l u g a r  en e l  m ed io  i n t r a c e l u l a r  
s é l o  en l o s  p é r i o d e s  de  c r e c i m i e n t o  d e l  m ic r o o r g a n is m o .  
Ta m b ién  se  a d m i t e  que l a  e n t e r o t o x i n a  s i n t e t i z a d a  se  s e c r e t e
r é p i  d a m e n te a l  m e d io ,  de  fo r m a  que no t e n g a  l u g a r  e l  acdm ulo
m a s iv o  de e n t e r o t o x i n a  en e l  c o n t e n i d o  i n t r a c e l u l a r .
Los d a t o s  que se  s u c e d i  e r o n  a c o n t i  n u a c i  én p r o v i  n i  e r o n  d e l  
g r u p o  de K a n s a s .  TWETEN y lANDOLO ( 1 9 8 1 )  d e m o s t r a r o n  l a  
p r e s e n c i a  de un p r e c u r s o r  de EEB l i g a d o  a l a  membrana. E s t e  
e r a  i n m u n o r r e a c t i v o ,  fo rm a n d o  1 i n e a s  de i d e n t i d a d  c o m p lé t a  
con l a  EEB au nq ue  l a  m o v i1 i  dad e l e c t r o f o r é t i c a  e r a  d i f e r e n t e  
a l a  de l a  EEB e x t r a c e l u l a r . P or  t é c n i c a s  de SDS—PAGE y 
t r a n s f i r i é n d o l o  a c o n t i n u a c iû 'n  a membranas de n i t r o c e l u l o s a  
c o m p ro baron  l a  p r e s e n c i a  de  una b a n d a  p a r a  e s t e  p r e c u r s o r ,  
c u yo  pe so  m o l e c u l a r  s é r i a  3 . 5 0 0  d a l t o n  s u p e r i o r  a l  d e  EEB 
e x t r a c e l u l a r . E l  mapa p e p t i d i c o  d em o strO  que l o s  p é p t i d o s  
t r f p t i  cos e r a n  i  d é n t i  co s  a l o s  de l a  e n t e r o t o x i n a  p e r o  
a p a r e c f a n  s i e t e  n u e v o s  p i  c o s .  No o b s t a n t e ,  é s t o  s u g i e r e  una  
h o m o lo g ia  de l a  s e c u e n c ia  p e r o  no p r u e b a  l a  i d e n t i  d a d . E s t e  
p r e c u r s o r  s d l o  l o  p r e s e n t a b a n  l a s  c e p a s  EEB-*-. Dos anos  
d e s p u é s  se  c o n f  i  rm a ro n  e s t o s  d a t o s  (TWETEN y lANDOLO, 1 9 8 3 ) .
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E s t e  p r e c u r s o r  de  EEB ( pEEB) e s  r e s i s t e n t e  a l a  p r o t e a s a  y a 
l a  e x t r a c c i d n  con s o l u c i ones  s a l  i n a s  c o n c e n t r a d a s  y d i l u i d a s  
a 0 y a 2C , p e r o  s i n  em bargo se  l i b e r a  p o r  1 i so sta - f  i  n a . - 
R e p r e s e n t a r f a  e l  p r e c u r s o r  g e n é t i c o  de EEB e x t r a c e l u l a r , 
s u g i r i é n d o s e  que l a  EEB de r e c i  e n t e  f o r m a c i  dn p u d i e r a  s e r  
s e c u e s t r a d a  t e m p o r a lm e n t e  a n t e s  de 1 i  b e r a r s e  en r é g i  ones  
e s p e c i a l i z a d a s  que r e q u i e r e n  una i n t e g r i d a d  e s t r u c t u r a l  de  l a  
p a r e d .
A . 3 . 3 .  FASE DE CRECIMIENTO
Los d a t o s  a p u n ta b a n  que l a  EEA se  s i n t e t i z a b a  en l a  f a s e  
e x p o n e n c i  a l  d e l  c r e c i m i e n t o ,  mi e n t r a s  que l a  EEB en l a  
e s t a c i  o n a r i a  (MeLEAN e t  a l . ,  1968 ;  MORSE e t  a l . ,  1969;  
MARKUS y SILVERMAN, 1 9 7 0 ) .  WU y BERGDOLL ( 1 9 7 1 )  i n d i c a r o n  que 
en un medi o s i  n t é t i  co l a  p r o d u c c id n  de EEB m a n t e n f a  e l  mismo 
r i t m o  que e l  c r e c i m i e n t o  h a s t a  que t e n f a  l u g a r  l a  d e p l e c c i d n  
de v a r i  os a m in o é c i d o s .  P or  o t r o  l a d o ,  CZOP (1 9 7 2 )  de m o strP  
que en l a  ce pa  S6 , l a  EEB e r a  s i n t e t i z a d a  a to d o  l o  l a r g o  d e l  
c i c l o ,  s i  b i e n  a l  p r i n c i p i o  no e r a  d e t e c t a b l e  p o r  l a  t é c n i c a  
de d i f u s i û n  s e n c i l i a  en g e l  de  a g a r , p o r  l a  que se  h a b i a  
v e n id o  h a c i  endo a n t e r i  o r m e n t e .  La EEA y l a  EEB m a n te n fa n  un 
r i t m o  de p r o d u c c id n  d i f e r e n t e  en l a  f a s e  e x p o n e n c ia l  : l a  
v e l o c i d a d  de s i n t e s i s  en EEB e r a  de 11 m in u te s  h a s t a  l a  h o ra  
12 é  13 ,  cuando l a  p o b l a c i o n  p a s a b a  de 2 x lù*^ a 4  x 10^ y 1 a 
EEB p r o d u c i  da de 4 a 16 ^ g / m l ; p o r  e l  c o n t r a r i o ,  e l  r i t m o  de  
p r o d u c c id n  de EEA a lc a n z a b a  un e q u i l i b r i o  e n t r e  l a s  h o r a s  11
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y 1 2 ,  p asan do  l a  p o b l a c i d n  de 3 . 3  x 10^ a 1 . 9  x 1 0 ^ ,  y  l a  
c a n t i d a d  de EEA r e g i  s t r a d a  de 3 . 5  % lO ’^ a 1 . 6  x 10 ^ j j ig /m l . 
En l a  ce pa  100 y segun d i c h a  i n v e s t i g a d o r a , l a  s i n t e s i s  de  
EEA s ie m p r e  t e n i a  l u g a r  a l a  misma v e l o c i d a d  que e l  r i t m o  de  
c r e c i m i e n t o ,  r e d u c i  é n d o s e  cu an d o  é s t e  d e s c e n d r a ,  p e r o  
c o n t i n u a n d o  d u r a n t e  l a  f a s e  t r a n s i t o r i a  a i g u a l  r i t m o  que e l  
c r e c i m i e n t o .
De l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o  s e  d e d u c e  que t a n t o  l a  EEA como 
l a  EEB son m e t a b o l i t o s  p r i m a r i o s  que s e  p ro d u c e n  en t o d a s  1 as  
f a s e s  d e l  c r e c i m i e n t o .
A . 3 . 4 .  FACTORES QUE AFECTAN A LA S IN T E S IS  DE LAS 
ENTEROTOXINAS
A . 3 . 4 . a .  SUSTANCIAS EN SOLUCION
MORSE e t  a l . ( 1 9 6 9 )  s u g i r i e r o n  que l a  s i n t e s i s  de EEB e s t a b a
r e g u l a d a  p o r  r e p r e s i â n  c a t a b o l i c a ,  y a  que e l  r i t m o  
d i f e r e n c i a l  de  s i n t e s i s  d e  l a  t o x i n a  d e c r e c i a  cuand o  l a  
g l u c o s a  s e  h a l l a b a  p r e s e n t e ,  y l a  a d i c i é n  de e s t e  
c a r b o h i d r a t C i  a m e d io s  donde  se s i n t e t i z a b a  t o x i n a  de fo rm a  
a c t i v a  p r o d u c i a  una r e p r e s i o h  i n m e d i a t a  de  1 a misma (MORSE y 
BALDWIN, 1 9 7 1 ) .  E s t e  fendm en o  p o d f a  en p a r t e  s e r  e x p l i c a d o  
p o r  e l  d e s c e n s o  en e l  pH d e b id o  a l  c a t a b o l i s m o  de l a  g l u c o s a  
p e r o  no p o d f a  e n c o n t r a r  en e s t e  h echo  su j u s t i f i c a c i d n  p l e n a .  
La d i  s m in u c id n  d e l  r i t m o  d i f e r e n c i a l  de  s f n t e s i s  de t o x i n a
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f u e  s u p e r i o r  a pH 7 . 7  que a pH 6 . 0 .  La r e p r e s i 6 n de l a  
s i n t e s i s  de t o x i n a  ta m b ié n  se  v i o  f om en tad a  p o r  a q u e l l a s  
c o n d i c i o n e s  que f a v o r e c f a n  l a  d e c a r b o x  i 1 a c i  dn o x i d a t i v a  d e l  
p i r u v a t o  (MORSE y BALDWIN, 1 9 7 1 ) .  Ya que e l  p i r u v a t o  e s  un 
c a t a b o l i  t o  de l a  g l u c o s a  t o d o  h a c i a  s u p o n e r  que se  d e b ia  a un 
c o n t r o l  c a ta b d T  i  c o ,  d e p e n d i  endo l a  r e p r e s i o h  de r e a c c i  ones  
a s o c ia d a s  a l a  d e c a r b o x i 1 a c i  dn d e l  p i r u v a t o .  E l choque  
a n a e r d b i  c o , que i n h i b i a  l a  d e c a r b o x i 1 a c id n  o x i d a t i v a  d e l  
p i r u v a t o ,  p o d f a  i n v e r t i r  l a  r e p r e s i d n , a l  c o n v e r t i r s e  l a  
g l u c o s a  en é c i d o  l é c t i c o  p r i  n e i  p a l  m e n t e , s i  en d o  m e t a b o l i  zad o  
de fo rm a  més r é p i  da a f i n  de  e q u i p a r a r  l a  e n e r g i a  o b t e n i  da 
po r  1 as r u t a s  a e r d b i  c a s , mi e n t r a s  que l a  ad i  c i dn de un 
a c e p t o r  de e l e c t r o n e s  s u s t i t u t i v o  (NO-j’ ) e v i t a b a  e s t e  
fendm en o , p e rm i  t i  endo l a  d e c a r b o x i l a c i d n  (MORSE y MAH, 1 9 7 3 ) .  
E s t a  r e p r e s i  dn p o r  l a  g l u c o s a  y e l  io n  p i r u v a t o  se a n u la b a  
t o t a l  o p a r c i  a l  m ente  p o r  l a  e l i m i n a c i d n  de t i a m i n a  d e l  m edio  
(MORSE y BALDWIN, 1 9 7 1 ) .  En a u s e n c i  a de una f u e n t e  é h a d id a  de  
e n e r g f a ,  l a  e l i m i n a c i d n  de e s t a  v i  t a m i  na  d e l  m ed io  p ro v o c a b a  
un d e sce nso  en l a  s f n t e s i s  p r o t e i c a  p e r o  un in c r e m e n t o  d e l  
r i t m o  d i f e r e n c i a l  de s f n t e s i s  d e  t o x i n a .  En a u s e n c i  a de 
t i a m i n a ,  e l  p i r u v a t o  no s e  i z a b a ,  p e r o  se  o r i  g in a b a  de
i g u a l  fo rm a  e l  d e s c e n s o  en e l  r i t m o  de s i n t e s i s  p r o t e i c a .  Por  
l o  t a n t o ,  l a s  c o n d i c i o n e s  que a l  t e r a b a n  l a  d e c a r b o x i 1 a c i  dn 
o x i d a t i v a  d e l  p i r u v a t o  o que d e p r i m f a n  e l  r i t m o  de s f n t e s i s  
p r o t e i c a  i n c re m e n ta b a n  e l  r i t m o  de s i ' n t e s i  s de  EEB.
En c o n t r a p o s i c i d n  a e s t o s  d a t o s ,  METZGER e t  a l .  (1 9 7 3 )  
p r o p u s i e r o n  un medi o co m p ues to  p o r  N -Z  Amino A, 1% oe
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e x t r a c t o  de  1 e v a d u r a  y 0 . 2 % de g l u c o s a  en e l  que l a
e l i m i n a c i d n  de e s t a  u l t i m a  d e t e r m i n a b a  una d i s m i n u c i d n  de EEB 
d e l  40%.
En o p i n i d n  de lANDOLO y SHAFER ( 1 9 7 7 )  l a  r e g u l a c i d n  de l a  
s i n t e s i s  d e  EEB h a b i a  de  s e r  més c o m p le ja  que una mera
r e p r e s i d n  c a t a b d l i c a .  E l  uso  de dos a n d lo g o s  de l a  g l u c o s a ,  
a l f a - m e t i 1 g l u c d s i d o  ( AMG) y 2 - d e o x i g l u c o s a  ( 2 - D O G ) , que se  
d e m o s t r a r o n  que i n d u c f a n  una m arc ad a  r e p r e s i d n  de l a  s i ’n t e s i  s 
de  b e t a - g a l a c t o s i  d a s a  p o r  E . c o l i , p r o d u c f a n  e l  e f e c t c  
c o n t r a r i o  en l a  c e p a  S6 . E l  p r i m e r o  p a r e c e  e s t i m u l a r  l a
s i n t e s i s  de  EEB y de  o t r a s  p r o t e i n a s  e x t r a c e l u l a r e s ,  mi e n t r a s  
que e l  seg u n d o  i n h i b e  r a d i  c a l  m ente  l a  s f n t e s i s  de EEB en una  
fo rm a  muy e s p e c f f i  c a .  E s t o s  e f a c t o s  son e s p e c i a l  m ente
c o n f u s o s ,  ya  q u e ,  au nq ue ambos son a b s o r b i d o s  p o r  l a  c é l u l a .
n i n g u n o  p a r e c e  s e r  m e t a b o l i z a d o .  Los h a l l a z g o s  de que l a
i  n h i  b i  c i  dh p r o d u c i d a  p o r  2 -DO G, aunque po see  c i e r t o  g r a d o  d e  
r e v e r s i b i 1 i  d a d , p a r e c e  s e r  més b i e n  p e r m a n e n t e  q ue 
t r a n s i  t o r i  a , y que no se  i n v i e r t e  p o r  l a  i n c o r p o r a c i ô n  d e
AliPc ( l o  que s i  o c u r r e  en e l  ca s o  m enc ion ado  de E^gol_i ) , a s i
como que l a  a d i c i d n  de g l u c o s a  no r e s t a b l e c e  l a  s f n t e s i  s ce 
EEB cu a n d o  s e  h a l l  a 2-DOG p r e s e n t s  en e l  medi o , p e r o  si  que 
p e rm i t e  l a  p r o d u c c i  dn de n u c ie a s a  e s t a f i 1 o c d c i c a , d i s c r e p a -  
con a q u e l l o s  g e n e r a l m en te  a s o c ia d o s  con 1 as  e n : im a s  
c o n t r o l a d a s  p o r  c a t a b o l i t o s .
Los ami n o é c i  dos i m p re s c i  n d i  b l e s  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  y 1  ^
p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a s  han s i  do e s t u d i  ad os  de  form ^
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e x h a u s t i  v a .  MAH e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  d e s c r i b i e r o n  un m e d io  s i n t é t i c o  
p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  de l a  c e p a  S6 , co m p uesto  po r  s a l e s  
i  norgâCni c a s , 11 a m in o à c id o s  ( g l i c i n a ,  v a l i n a ,  l e u c i n a ,
t r e o n i n a ,  f e n i 1 a l a n i n a , t i r o s i n a ,  c i s t e f n a ,  m e t i o n i n a ,  
p r o l i n a ,  a r g i n i n a  e h i s t i d i n a ) ,  y p o r  t r è s  v i t a m i n a s  
( t i a m i n a ,  âfc ido n i c o t T n i c o  y b i o t i n a )  . Aunque e l  c r e c i m i e n t o  
f  ue s i m i l a r ,  l a  p r o d u c c i  on de EEB c o r r e s p o n d i t )  a l  14% 
co m p arad a  con un m ed io  c o m p le jo .  E l  ndmero mi n i  mo de 
s u s t a n c i  a s  que p e r m i t i ' a  l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  f  ue de  
t r è s  a m i n o i c i d o s  ( a r g i n i n a ,  c i  s t i  na y f e n i 1 a l a n i  n a ) , s e i s  
s a l e s  i n o r g a n i c a s  y c u a t r o  v i t a m i n a s ,  s ie n d o  l a  f u e n t e  de  
e n e r g i  a g l u t a m a t o  m ono sû d ico  (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  
A p a r e n t e m e n t e , e l  - f a c t o r  l i m i t a n t e  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  
s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  e r a  l a  b i o s i n t e s i s  de uno o mà's 
ami no irc i  dos a u s e n t e s ,  mas que l a  c o n c e n t r a c i  dn de ami noa'ci dos  
p r é s e n t e s  en e l  m edio  (MILLER y FUNG, 1 9 7 3 ) .  La c a n t i d a d  de  
e n t e r  o to x  i  na p r o d u c i d a  p o r  56  f  ue de 5 - 6  ; j g / m l . En e s t o s  
e x p é r i m e n t e s  se  o b s e r v d  que cuando l a  f  u e n t e  de e n e r g i a  e r a  
l a  g l u c o s a  se  h a c i a  n e c e s a r i o  a d i c i o n a r  p r o l i n a  y v a l i n a .
Los p r i m e r o s  e x p e r i m e n t o s  r e a l i  z a d o s  con m ed io s  s i n t é t i c o s  
p a r a  d e t e r m i n a r  1 os r e q u i s i t e s  m in im es  p a r a  l a  s i n t e s i s  de  
e n t e r o t o x i n a s  se  deben a SURGALLA ( 1 9 4 7 ) ,  con c e p a s  
p r o d u c t o r a s  de EEA. Dem ostrd '  que e r a  p o s i b l e  l a  p r o d u c c i 6n de  
EEA en un m ed io  com p uesto  p o r  c i s t i n a ,  a r g i n i n a ,  g l i c i n a  y 
s u l - f a t o  am dh ico  mà's t r è s  v i t a m i n a s ,  t r è s  s a l e s  y g l u c o s a  como 
- fu e n te  de e n e r g f a .  De t o d o s  e s t o s  d a t o s  se  dedu ce  que t a n t e  
l a  a r g i n i n a  como l a  c i s t i n a  son e s e n c i  a l  e s .
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WU y BERGDOLL ( 1 9 7 1 )  a l  a n a l i z a r  18 a m in o a c i d o s  d i - f e r e n t e s
c o n c l u y e r o n  que se  u t i 1 i  za b a n  s i e t e  de  e l l  os en mucha mayor  
m e d id a  que 1 os  r e s t a n t e s :  s e r i n a  y t r e o n i n a  e r a n  e m p le a d o s
muy r / p i d a m e n t e ,  s e g u i d o s  de g l i c i n a  y de  p r o l i n a .  La  
a r g i n i n a  no s e  u t i l i z a b a  en g r a n d e s  c a n t i d a d e s  p e r o  e r a  
e s e n c i a l  a l  menas p a r a  i n i c i a r  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  s i ' n t e s i s .  
En a p a r i e n c i a ,  l a  p r o d u c c id h  c e s a b a  cu an d o  d e s a p a r e c i a  l a  
a r g i n i n a  d e l  m e d io .  O t r a s  e x p e r i e n c i a s  han  d e m o s tr a d o  que l a  
a d i c i d n  a l  m e d io  de s e r i n a ,  a r g i n i n a  o t r e o n i n a  de fo rm a  
i n d e p e n d i e n t e  p u ed e  l l e g a r  a i n h i b i r  t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o  
como l a  s i n t e s i s ,  p e r o  l a  a d i c i d h  c o n j u n t a  e s t i m u l a  e s t a  
u l t i m a  h a s t a  c a s i  e l  d o b l e .  P a r e c e  muy p o s i b l e  que l a  l l a m a d a  
" r e p r e s i d n  c a t a b d l i c a "  de l a  p r o d u c c id h  de e n t e r o t o x i n a  se a  
un e f e c t o  i n d i r e c t o  a l  r e p r i m i r  a lg u n a  v ^ a  m e t a b d l i  ca  
c o n e c t a d a  con l a  s i n t e s i s  de l a  e n t e r o t o x i n a .  Se s a b e  que  
e x i  S t en t r è s  r u t a s  m e t a b d l i  c a s  p a r a  e l  c a t a b o l i  smo de la 
t r e o n i n a ,  e s t a n d o  r e p r e s e n t a d a s  p o r  c a d a  uno de e s t o s  t r e s  
a m in o a c i d o s .  Ya que l a  p r o l i n a  es  e s e n c i  a l  en e l  m ed io  m in im e  
cu and o  l a  g l u c o s a  se  u t i l i z e  como f u e n t e  d e  c a r b o n o  p u d i e r a  
s e r  que l a  v i a  m e t a b d l i c a  qua i m p l i c a  t a n t o  e s t e  a m in o a c id c  
como l a  a r g i n i n a  se  b l o q u e s ,  y que l a  s f n t e s i  s de 
e n t e r o t o x i n a  s e  l i g u e  en c i e r t a  fo rm a  a e s t a  r u t a .
KELLER e t  a l .  ( 1 9 7 8 ) ,  en un e s f u e r z o  p o r  d e t e r m i n a r  l i
r e l a c i d n  e n t r e  l a  p r o d u c c i  dh de EEB y e l  c a t a b o l i  smo de l e s
a m in o d c i  dos que p u d i e r a n  s e r  u t i l i z a d o s  como f u e n t e  c _ 
e n e r g i a  c o n c l u y e r o n  que S . a u r e u s  56  e r a  c a p a z  de h a c e r  uso a
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aCcido g l u t  ami CO, p r o l i n a ,  h i s t i d i n a ,  a c i d o  a s p a f r t i c o ,
a l a n i n a ,  t r e o n i n a ,  s e r i n a  o g l i c i n a  como - fu e n te s  p r i n c i p a l e s
de e n e r g i 'a ,  cu an d o  d s t o s  s e  anadi 'an  de -forma i  nd e p e n d i  e n t e  a
l a  c o n c e n t r a c i d n  de 2 . 5  g /1  a un m edio  b a s e  que c o n t e n i  a
s a l e s ,  v i t a m i n a s  y 30  mg de 18 a m i n o i c i d o s  d i f e r e n t e s  p o r
1 i  t r o .
Cuando d é s a r r o i  1 a r o n  un m edio  m in im o d e - f i n i d o  p a r a  e l  
c r e c i m i e n t o  y p r o d u c c id n  de EEB p o r  S. a u r e u s S6 , M ILLER y 
FUNG ( 1 9 7 3 )  o b s e r v a r o n  q u e ,  a l a  v e z  que g l u t a m a t o  m o n o sd d ico  
como f u e n t e  de  c a r b o n o , n i t r d g e n o  y de e n e r g i 'a ,  d 'é té  h a b i a  de 
c o n t e n e r  a r g i n i n a ,  c i  s t i  na  y f e n i 1 a l a n i n a .
Se ha d e m o s tr a d o  que a l  i n c r e m e n t a r  e l  n i v e l  d e  m a g n e s io  de 
0 . 4  a 1 . 5  mM en un m ed io  c o n t e n ie n d o  s d l o  am in o â 'c id o s  
( 2 . 0 8 % ) ,  s a l e s  y v i t a m i n a s  e in o c u l a d o  con S . a u r e u s  S6 , l a
s i n t e s i s  de EEB se in c r e m e n t a b a  ap ro x  i  madamente e l  80% 
(KELLER e t  a l . ,  1 9 7 8 b ) .  Asi mi smo se  d e te rm in e )  que  
d is m in u y e n d o  e l  n i v e l  de  f o s f a t o s  a 1 / 1 0  (a  2 . 87mM) n i  l a  
s e c r e c i d n  n i  e l  c r e c i m i e n t o  r e s u l t a b a n  a f e c t a d o s .  E l  n i v e l
d p t im o  de p o t a s i o  quedd' e s t a b l e c i  do e n t r e  15 y 4 5  mM, s i  endo  
c o n s i d e r a d a s  1 as  s a l e s  oe am onio  no e s e n c i a l e s  en e l  m e d io  de 
ami n o a c i  d o s .
A - 3 . 4 . b .  TEMPERATURA
La t e m p e r a t u r e  de in c u b a c i o n  a - fe c ta  t a n t o  a l a  - fase  de  
l a t e n c i a  como a l a  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n t o  de 1 os
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mi c r o o r g a n i s m o s , no g u a rd a n d o  r e l a c i d n  e l  tam ano d e l  i n d c u l o  
con l a  e x t e n s i  dn de l a  f a s e  de l a t e n c i a  en n in g u n a  
t e m p e r a t u r a .  La  t e m p e r a t u r e  d jpt im a de c r e c i m i e n t o  de l  
S . a u r e u s e s  de 3 0 -3 7 ® C ,  s i  b i e n ,  pueden c r e c e r  e n t r e  4  y 4 5 . 4 *  
C (D'ARCA S IM O N E T T I , 1 9 7 5 ) .  Los e s t u d i o s  de p r o d u c c i  dn de
e n t e r o t o x i n a  se  han r e a l i z a d o  c a s i  t o d o s  a 3 7 ^ C ,  p e r o  p a r e c e  
p r o b a b l e  que e l  d p t im o  p a r a  l a  p r o d u c c id h  de EEB y  de EEC sea  
de  4 0 '  C ,  a l  menos en m e d io s  1 f q u i dos (VANDENBOSCH e t  a l . ,  
1 9 7 3 ) ,  mi e n t r a s  que p a r a  EEA s e  ha  e s t a b l e c i d o  en 4 2 ^ C .  En 
o p i n i d h  d e  BERGDOLL e t  a l .  (BERGDOLL e t  a l . ,  1 9 7 4 )  l a  
t e m p e r a t u r a  d p t im a  de p r o d u c c i6 n de 1 as  e n t e r o t o x i n a s  e s  de  
4 0  *  C y p o r  e n c im a  o p o r  d e b a j o  de e s t a  se  v e  d r d s t i c a m e n t e  
r e d u c i d a  l a  s i n t e s i s ,  no p u d id n d o s e  o b s e r v e r  a t e m p e r a t u r e s  
s u p e r i o r e s  a 4S °C  o i n f e r i o r e s  a 2 0 ° C.
P r e c i s a m e n t e  en e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  con l a  ce p a  196E se
d e t e r m i n d  que e n t r e  3 3  y 4 0  g r a d o s  ha y  un i n c r e m e n t o  n o t o r i o  
de l a  EEA s e c r e t a d a  a l  m e d io ,  que se a c e n t u a  a 1 os 4 2 ° C , 
mi e n t r a s  que a 4 5 ® C se  d e t e c t a b a  poca EEA y a 4 5 . 5 °C  l a
p r e s e n c i  a e r a  n u l  a (NISKANEN, 1 9 7 7 ) .  En e s t e  mismo e s t u d i o  se  
c o m p ro bd  que l a  TNAsa e x h i b i a  un û p t im o  de p r o d u c c i  dh e n t r e  
2 7  y 3 3  °  C , y  que l a  c a n t i d a d  i b a  d i  smi nuyen do  segun l a  
t e m p e r a t u r a  se  a p ro x im a b a  a 4 5 ‘'C. A t e m p e r a t u r e s  s u p e r i o r e s  a 
1 as  de c r e c i m i e n t o  no se  podTa e v i d e n c i a r  l a  p r e s e n c i  a de  EEA 
au nq ue s i  de  TNAsa. De 1 os e s t u d i o s  l l e v a d o s  a ca bo  po r  
SCHEUSNER e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  se  c o n c lu y < /  que a 7®C no se  d e t e c t a b a  
e n t e r o t o x i n a  a l g u n a ,  mi e n t r a s  que ya  a 13"C se  p o d ia  o b s e r v a r
l a  p r e s e n c i  a de  EEA, EEB, EEC p e r o  no de EED. En e l  r a n g o
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e n t r e  19 y 3 9 ° C se  s e c r e t a b a n  l a s  c u a t r o  e n t e r o t o x i n a s  
e s t u d i  a d a s , mi e n t r a s  que a 4 5  ® C l a  c e p a  s e c r e t o r a  de EEB 
h a b i a  p e r d i d o  e s t a  c a p a c id a d  y a 50  " C no se  e v i d e n c i a b a  
n i n g u n a  e n t e r o t o x i n a  p r é s e n t e  en e l  m edio ( B H I ) .
Con un i n d c u l o  de  10 m ic r o o r g a n is m o s /m l  D'ARCA SIM DNETTI  
(O'ARCA S IM O N E T T I ,  1975) e v i d e n c i a r o n  p o r  e l  " k i t t e n  t e s t "  en  
una de o n c e  e s t i r p e s  l a  p r e s e n c i  a de e n t e r o t o x i n a  en c u l t i v o  
en l e c h e  y en BHI t r a s  2 4  h o r a s  de i n c u b a c id n  a  2 y a 4 * C .  
T r a n s c u r r i d o s  t r e s  d i a s  se  d e t e c t d  en c u a t r o  de l a s  e s t i r p e s ,  
y t r a s  c i n c o  d f a s  en c i n c o .  Cuando e l  i n d c u l o  e r a  de  10 
mi c r o o r g a n i  sm os/ml , e l  t i e m p o  mî'nimo r e q u e r i  do p a r a  l a  
e v i  d e n c i  a c i  dn de e n t e r o t o x i n a  f  ue de 5 d i 'as  a e s t a  misma  
t e m p e r a t u r a  de 2 a 4 ® C. A - 2 “C n in g u n a  ce p a  s i n t e t i z a b a
e n t e r o t o x i n a ,  p e r o  en dos de  e l 1 as  se e n t r e v i d  una 1 i g e r l s i m a
p r o d u c c i  dn de h e m o l i  s i n a  t r a s  c in c o  d i a s .  De t o d a s  f o r m a s ,  
e s t o s  r e s u l t a d o s  no son e x t r a p o l a b l e s  a 1o que o c u r r i r f a  en  
1 os a l i m e n t o s , p o r  no e x i s t i r  c o m p e te n c ia  m i c r o b i a n a , p o r  l a  
m a s iv id a d  d e l  i n d c u l o  y po r  s e r  e l  s u s t r a t o  muy f a v o r a b l e .  
C i e r t o s  e s t u d i o s  r e a l i  za d o s  en qu eso ,  jamdh y masa de
ca m aron es  i n d i c a n  que a 4 4  ^ C l a  p r o d u c c id n  de  EEB queda
l i m i t a d a ,  s i  en do  e l  d p t im o  a 37® C (HEIDELBALiER y MIDDAUGH, 
1 9 7 3 ) .
A . 3 . 4 . C .  TIEMPO
H a s t a  l a  f e c h a  no e s t a  d e te r m in a d o  de fo rm a  i n e q u i v o c a  e l  
t ie m p o  m fnim o r e q u e r i d o  p a r a  que l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s
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en a l  i  m entos  se a  su-f i  c i  e n t e  p a r a  o r i g i n a r  i n t o x i c  a c i  o n es  en 
l a  e s p e c i e  humana. Depende de 1 os f a c t o r e s  a m b i e n t a i  e s ,  de  
1 os e s p e c i f i  cos de l a  ce p a  y de  l a  i d i o s i n c r a s i a  p r o p i  a de  
1 os s u j e t o s .  A 3 7 ° C ,  e l  p u r d  de p a t a t a s  con l e c h e ,  s a n d w ic h e s  
de jamdn y p a s t a  de gambas r e q u i e r e n  p a r a  p r o d u c i r  
i n t o x i c a c i d n  en e l  hombre 6 , 22  y 7 2  h o r a s , r e s p e c t i v a m e n t e .  
NISKANEN (1 9 7 7 )  d e t e c t d  ya a l a s  6  h l a  p r e s e n c i  a de  EEA 
s e c r e t a d a  a l  i  n o c u l a r  l a  c e p a  196E en BHI p o r  l a  t e c n i  c a  de  
s a c o s  de d i  a l i  s i  s .
A . 3 . 4 . d .  ATMOSFERA Y EMPAQUETADQ
E l e f e c t o  de l a  a t m d s f e r a  en e l  c r e c i m i e n t o  m i c r o b i a n o ,  
e s p e c i a l m e n t e  en l a  s u p e r f i c i e  de l o s  a l i m e n t e s ,  es  d e b i d a  a 
l a  a c c id n  d i r e c t s  de l o s  g a s e s  s o b r e  l o s  m ic r o o r g a n is m o s  y / o  
a ca m b io s  en e l  p o t e n c i  a l  de  o x i d o - r e d u c c i d n  de l o s  
a l i  m e n to s .  E l  em paquetad o  o a l  macenami e n t o  de a l i m e n t e s  en 
una a t m d s f e r a  c o n t r o l ada r e p e r c u t e  s o b r e  su 1 o n g e v i d a d .
Se han r e a l i  za d o  v a r i e s  e s t u d i o s  p a r a  c o r r e l a c i o n a r  l a  
s i n t e s i s  de 1 as  e n t e r o t o x i n a s  con l a  v e l o c i d a d  de a g i  t a c i d n  
(KATQ e t  a l . ,  19 66 ;  D IE TR IC H  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  KATQ e t  a l .
( 1 9 6 6 )  s u g i r i e r o n  que l a  v e l o c i d a d  O p t im a  e r a  de  2 8 0  rpm ( 6 . 0  
u g /m l  t r a s  24 h ) ,  mi e n t r a s  que a 21 0  y a 3 1 0  s e  p r o d u c i 'a  5 . 0  
y 4 . 9  ).ig/ml , r e s p e c t i  v a m e n te .  I g u a l m e n t e ,  o b s e r v a r o n  una  
c o r r e s p o n d e n c i a  e n t r e  e l  vo lum en  d e l  m ed io  de c u l t i v o  y l a  
s i n t e s i s  de EEA, 1 o que ta m b id h  a p u n t a r î ' a  h a c i a  una a i r e a c i b n  
s u p e r i o r ,  • po r  l a  r e l a c i i j n  s u p e r  f  i c i  e :  v o l  umen. De i  g u a l  f o r m a .
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c a r p e n t e r  y SILVERMAN ( 1 9 7 4 )  r e a l i  z a r o n  una s e r i  e  de  
e x p e r im e n t o s  de l o s  que d e d u je r o n  que l a  c a n t i d a d  m axim a de  
EEB se s e c r e t a b a  cuand o  l a  c o n c e n t r a c i 6n de o x i 'gen o  d i s u e l t o  
en e l  m ed io  e r a  d e l  10%. Cuando e s t a  c i  f r a  e r a  d e l  100%, aun  
observo fndose un c r e c i m i e n t o  b o y a n t e ,  no se  pudo d e t e c t a r  
t o x i n a  n i  n u c l e a s a s .  C o n c lu y e r o n  que e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  
e s t a f i 1 o c o co s  y l a  p r o d u c c id h  de t o x i n a s  y n u c l e a s a s  p o r  l o s  
mismos e s t a b a  c o n t r o l  ad o  p o r  e l  o xTg eno  d i s u e l t o  m^s que p o r  
l a  v e l o c i d a d  de a i r e a c i d n .
STARK y MIDDAUGH ( 1 9 7 0 )  e s t u d i a r o n  con d i s t i n t a s  a t m d s f e r a s  
en c u a n t o  a C0% y N j .  se  r e f e r i a  l a  c o r r e l  a c i  dn e x i s t e n t e  
e n t r e  l a  f 1u o r e s c e n c i a  e s p e c i f i c a  p o r  l a  p r e s e n c i  a de EEB en 
l a  cepa  2 4 3  y S6  y 1 a c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  s e c r e t a d a  a l  
m e d io .  Segdn e s t o s  a u t o r e s , l a  s e c r e c i d n  de e n t e r o t o x i n a  
d e c r e c i ' a ,  p e r o  no se  a n u l a b a ,  en c o n c e n t r a c i  on es  de CO^. 
s u p e r i  o r e s  a 25%, no ex i  s t i  endo una c o r r e l a c i  on p o s i t i v a  
e n t r e  l a  f l u o r e s c e n c i a  c e l u l a r  y l a  p r o d u c c i  dn de EEB. Por  e l  
c o n t r a r i o ,  en una a t m d s f e r a  de N i .  , l a  s i ’n t e s i s  de  EEB se  
i n h i b i a ,  no a f e c t d n d o s e  en a b s o l u t e  l a  f l u o r e s c e n c i  a c e l u l a r .  
En una e x p e r i e n c i a  s i m i l a r ,  HEIDELBAUER y MIDDAUGH ( 1 9 7 3 )  
h a l l a r o n  EEB p o r  t ë c n i c a s  de f 1u o r e s c e n c i a  en p a s t a  de queso  
in c u b a d a  a 37 ®  C, pH 9 . ù ,  2% de C lN a  y 50% de CD- d  50% Ng., 
s i  endo i m p o s i b l e  h a c e r 1 o p o r  g e l  d i f u s i d n  en a t m d s f e r a  d e l  
100% N j ,  . E l  e f e c t o  d e l  n i  t r d g e n o  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  
p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a s  f u e  e s t u d i a d o  p o r  BENNETT y AMDS 
( 1 9 8 2 )  en s a n d w ic h e s  e m p a q u e tad o s  en a t m d s f e r a  de Ng. 
d e t e c t a n d o  e n t e r o t o x i n a  en 1 os  de e m b u t id o  y de  ham b urgu esa
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t r a s  2  y 4 d i ’a s ,  r e s p e c t i  v a m e n t e , de  i n c u b a c i d n  a 26® C, p e r o  
no se  pudo c o n s t a t e r  l a  p r e s e n c i  a de 1 a misma en l o s  de p a v o .
Di f e r e n t e s  i  n v e s t i  g a d o r e s  han d e m o s tr a d o  que l a s  c o n d i  c i  ones  
de a n a e r o b o s i s  d i  smi nuyen e i n c l u s o  a n u la n  en su t o t a l i  dad l a  
p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i l o c d c i c a s ,  t a n t o  en m ed io s  
de c r e c i m i e n t o  s i n t e t i c o s ,  como en a l i m e n t e s  (THATCHER e t  
a l . ,  1 9 62 ;  GENIGEORGIS e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  BARBER y DEI BEL, 1 9 7 2 ) .  
La f a l t a  de o x i 'gen o  f a v o r  e c e  e l  d é s a r r o i  1 o de  l o s  
1a c t o b a c i 1 os  a n a e r o b i o s  f a c u l t a t i v o s  c o m p e t i d o r e s  p ro v o c a n d o  
l a  d i s m i n u c id n  s u b s i g u i  e n t e  de St a o h v l o c o c c u s y de 
Mi_çrgçgççus ( INGRAM, 1 9 6 2 ) .  MORSE y MAH (1 9 7 3 )  e x p l  i  c a r  on e l  
e f e c t o  de l a  a n a e r o b i  o s i  s s o b r e  e l  m ecani smo c o n t r o l  de  l a  
p r o d u c c i  oh de EEB, y t a l  como se e x p o n e  en e l  a p a r t a d o  en e l  
que se  t r a t a  e l  te m a  de 1 as  s u s t a n c i a s  en s o l u c i d n ,  ob e d e c e  a 
un m e ta b o l  i  smo o x i d a t i v o  de l a  g l u c o s a  mjis r ê fp id o .
Se ha a p r e c i a d o  l a  s i n t e s i s  de EEA en lo n c h a s  de bacon a 37" 
C , con una a t m d s f e r a  d e l  57. de C O j , Oo Y (THATCHER e t  a l . ,  
1 9 6 2 ) .  BARBER y D EIBEL (1 9 7 2 )  m a n i f e s t a r o n  h a b e r  d e t e c t a d o  l a  
p r o d u c c id n  de EEA en e m b u t id o s  fe r m e n t a d o s  t r a s  24  h en 
a t m d s f e r a  con e l  1 0 ,  15 y 20% de o x i 'g e n o ,  p e r o  no t r a s  120 h 
en a u s e n c i a  a b s o l u t a  de e s t e  e le m e n t o .  En l o s  e m o u t id o s  
o b j e t o  de e s t u d i o  d e t e c t a r o n  c r e c i m i e n t o  en l a  p e r i  f e r i a  
donde e l  p o t e n c i a l  o x i d o - r e d u c c i d n  e r a  s u p e r i o r .
En e l  e n v â s a d o  a l  v a c i o ,  l a  f a s e  g a s e o s a  d e l  a l i m e n t e  se  
m o d i f i e s  p o r  e l  consume de Og, y ac u m u lo  de COg,.
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P or  l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o ,  se c o n c l u y e  que l a  
c o n s e r v a c i  dn a l  v a c i o  y con gas e j e r c e  s d l o  una i n - f l u e n c i a  
11 mi t a d a  en l a  s i ' n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  en l o s  a l l  m entos  
c o n ta m in a d o s .  No o b s t a n t e ,  e l  e m p a q u e tad o  t i e n e  g r a n  
i  m p o r ta n c i  a en l o s  a l i m e n t e s  e s t é r i l e s ,  d u r a n t e  e l  
t r a n s p o r t e ,  l a  d i s t r i b u c i d n  y v e n t a  de l o s  mi smos.
A . 3 . 4 . e .  VALOR pH
La i n f l u e n c i a  d e l  pH d e pen de  de l a s  d i  - fe r  e n t e s  c e p a s .  En 
t d r m in o s  g e n e r a l  es  p a r e c e  d e d u c i  r s e  que 1 as  o s c i 1 a c i  o n es  d e l  
mi smo e j e r c e n  menos e f e c t o  s o b r e  l a  p r o d u c c i d n  de  
e n t e r o t o x i n a  que s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  e s t a f i 1o c d c i c o .  La  
t r a n s c e n d e n c i a  de e s t e  p a r a m e t r o  s o b r e  l a  s T n t e s i s  de  
e n t e r o t o x i n a s  se  a n a l i z a  mds a m p l ia m e n te  en e l  a p a r t a d o  A . 4 .  
d e l  c a p i t u l o  I I I .
A . 3 . 4 . f .  A CTIV IDAD DE AGUA
R e p r e s e n t s  un p a p e l  i m p o r t a n t e  en l a  c o n s e r v a c i d n  de l o s  
a l i m e n t o s  s e c o s  y s a l  a d o s , en m erm e la d a s  y en a q u e l l o s  
p r o d u c to s  que l l e v a n  g e l a t i n a  en su composi c i d h .  Los e f e c t o s  
que e j e r c e  l a  a c t i v i d a d  de agua en 1 as  d i v e r s e s  a c t i v i d a d e s  
c e l u l a r e s  s e rd n  t r a t a d a s  en e l  a p a r t a d o  A d e l  c a p i t u l o  I V .
A . 3 . 4 . g .  CLORURO SODICO
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Los e s t a f i 1o c o c o s  m a n t ie n e n  su v i a b i l i d a d  i n c l u s o  an 23% de
c o n c e n t r a c i  dn de s a l , s i  b i e n ,  en a n a e r o b i o s i s , e s t a  c i  f r a  
queda d i  s m in u i  da  a l  i 4 - 1 6 %  (SCOTT, 1 9 5 3 ;  GENIGEORGIS e t  a l . ,  
1 9 7 1 ) .  Al i  n c r e m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i d n  de C lN a ,  e l
c r e c i m i e n t o  pu e d e  i n h i b i r s e  en c i e r t o  g r a d o  (GENIGEORGIS e t
a l . ,  1971 ; NDERU y GENIGEORGIS, 1 9 7 5 ) .  Segdn d i  v e r s o s  a u t o r e s
(GENIGEORGIS y SADLER, 1 9 6 6 ;  MARKUS y SILVERMAN, 1970;
GENIGEORGIS e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  THOTA e t  a l . ,  1 9 73 )  l a
c o n c e n t r a c i d n  mdxima de C lN a  a l a  que s e  p r o d u c e  s i n t e s i s  de  
e n t e r o t o x i n a s  e s  d e l  1 0%, qu ed and o  e l  e f e c t o  i n h i b i  t o r i o  de  
l a  s a l  in c r e m e n t a d o  p o r  l a  d i s m i n u c i o n  de t e m p e r a t u r a , e l
aum ento de l a  c o n c e n t r a c i d n  de n i  t r i  t o s  y e l  pH c e r c a n o  a l o s
l i m i t e s  de s i n t e s i s  de l a  e n t e r o t o x i n a .  S i n  e m b a rg o , MARKUS y
SILVERMAN (1 9 7 0 )  i n d i c a r o n  que c o n c e n t r a c i o n e s  de C lN a  h a s t a  
10% no a l t e r a b a n  de fo rm a  m a rc a d a  l a  r e l a c i o n  e n t r e  l a  EEA 
p r o d u c id a  y e l  c r e c i m i e n t o ,  au n q u e  a m a y o re s  c o n c e n t r a c i  ones  
se d e p r im T a  e s t e  segun do .
Tambidn p a r e c e  h a b e r  una r e l a c i d n  e n t r e  e l  m étodo de c u l t i v o  
y l a  s e n s i b 1 1 1 dad a l  c l o r u r o  s d d i c o ,  ya  que se  observed que l a  
c o n c e n t r a c i  dn max i ma de C lN a  que p e r m i t i ' a  e l  c r e c i m i e n t o  de  
i i - l ü C i y s  ce p a  10 0 ,  p r o d u c t o r a  de EEA, e r a  d e  12% cu and o  l a  
i n c u b a c id n  se  r e a l i z a b a  en s a c o s  de d i  a l i  s i  s , mi e n t r a s  que  
cuando se  h a c i a  de fo rm a  c o n v e n c i  o n a l  (en m ed io  1 1 qui do 
l i b r e ) ,  d s t a  e r a  de 15%.
A . 3 . 4 . h .  NITRATQS Y N IT R IT O S
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E1 e f e c t o  a n t i  m i c r o b i a n o  de l o s  n i  t r i t o s  es d e b id o  a l  ^ c id o  
n i t r o s o  s i n  d i  s o c i  a r , i  n c re m e n t^ n d o s e  d i c h o  e f e c t o  en v a l  o r e s  
b a jo s  de pH (TROLLER, 1 9 7 2 ) .  P or  su p a r t e ,  l o s  n i  t r a t o s , p o r  
l a  accitJn m i c r o b i  a n a ,  pueden t r a n s f  o r m a rs e  en n i  t r  i  t o s  
(LECHOWICH e t  a l . ,  1 9 5 6 ) .
C i e r t o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  po r  MeLEAN e t  a l . ( 1 9 6 8 )  ponen de
m a n i f i e s t o  que e l  c r e c i m i e n t o  y p r o d u c c id n  de EEB en BHI a pH 
7 . 0  no queda a f e c t a d o  p o r  una c o n c e n t r a c i  dn de 10 00  p g /m l  de  
NO ^  Na d p o r  2 0 0  p g /m l  de  NOgNa, p e r o  que se  a p r e c i a  una  
d i s m i n u c id n  en l a  s i n t e s i s  de 1 a EEB cuando l o s  io n e s  n i t r a t o  
o n i t r i t o  a c tu a n  c o n j un ta m e n t e  con e l  C lN a .  MARKUS y 
SILVERMAN ( 1 9 7 0 ) ,  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  a p u n t a r o n  que l a  s i n t e s i s  
de EEA en m edio  1 f qu i do a r t i f i c i a l  no s d l o  no se  v e f a  
a f e c t a d a  p o r  e s t a s  c o n e e n t r a c i o n es  de NO^Na- y NO%Na s i  no que  
e l  C lN a  a l  10% no a c t u a b a  segun una c o o p e r a c id n  s i n d r g i c a  con  
e s t a s  s u s t a n c i a s ,  ya que no p u d i  e r o n  o b s e r v a r  una d e p r e s i  dn 
en l a  s i n t e s i s  de e s t a  e n t e r o t o x i n a .
La t o x i  C l  dad que a p a r e c e  en e l  jam dn s a l  ado en a n a e r o b i  o s i  s 
p o r  c a u s a  de e s t a f i 1o coco s  e n t e r o t o x i g é n i cos queda d i s m i n u i d a  
p o r  e l  in c r e m e n t o  en l a  c o n c e n t r a c i  dn de d c i d o  n i t r o s o  a pH 
s u p e r i o r  o i g u a l  a 5 . 5 8  (GENIGEORGIS e t  a l  . , 1 9 6 9 ) .  TOMF'K IN  
e t  a l . ( 1 9 7 3 )  o b s e r v a r o n  que 30 0  g /m l de N02Na i n h i b i a  l a
p r o d u c e 1dn de EEA a pH 5 . 3 ,  p e r o  no a 5 . 7 .  E l  e f e c t o  d e WCgNo 
s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  e s t a f i 1oc o co s  v a r i a  con e l  pH ,  
d is m in u y e n d o  segun é s t e  d e c r e e s  po r  d e b a j o  de pH 7 . 0 ;  
p r o p u s i  e r o n  que MeLEAN e t  a l . ( 1 9 6 8 )  y MARKUS y SILVERMAN
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( 1 9 7 0 )  h a b ia n  o b t e n i d o  r e s u l t a d o s  n e g a t i vos en c u a n t o  a l a  
c a p a c i  dad l i m i t a n t e  de l o s  n i  t r i  t o s  p o r  e s t u d i  a r  l o s  e - fe c t o s  
en c o n d i c i  ones de pH c e r c a n o s  a l a  n e u t r a l i  d a d , l o  que no e r a  
e x t r a p o l a b l e  a 1 as c a r n e s  c u r a d a s , ya  que en ë s t a s  e l  pH 
o s c i 1 aba e n t r e  5 . 8  y 6 . 2 .  Lo s  n i  t r i  t o s  se  v u e lv e n  muy 
b a c t e r i c i d a s  en e l  r a n g o  de pH de 4 . 5  a 5 . 5 ,  ya  que e n to n c e s  
a d o p ta  l a  fo r m a  de a c i d o  n i t r o s o ,  p u d i  endo i n t e r f e r i r  con e l  
s is t e m a  m e t a b d l i  co de l o s  e s t a f i 1 o c o c o s .
LECHOWICH e t  a l .  ( 1 9 5 6 )  a p r e c i  a r o n  un in c r e m e n t o  de l a  
t o i e r a n c i  a a l o s  n i  t r i  t o s  en a n a e r o b i  o s i  s con s a c a r o s a  en 
mayor m ed id a  que con g l u c o s a .  Lo s  co m p on entes  c ë r n i  cos  
d e s t r u y e n  l o s  n i  t r i  t o s  en a u s e n c i  a de c r e c i m i e n t o  b a c t e r i  a n o .  
La c o n c l u s i  dn p r i c t i c a  es  qu e  n i  e l  c o n t r o l  d e l  pH, n i  l a  
c o n c e n t r a c i d n  de C lN a  y / o  l a  de  NO^Na deben s e r  u t i 1 i z a d o s  en 
e l  a l i  m ento p a r a  im p e d i r  e l  d é s a r r o i  1 o de e s t a f  i 1ococo s  o l a  
g ë n e s is  de e n t e r o t o x i n a s  p o r  l o s  m ism os , s i  ha y  o t r a s  fo rm a s  
de c o n s e r v a c i  d n .
A . 3 . 4 . 1 .  FLORA COMPETIDORA
Se ha m a n i f e s t a d o  con f r e c u e n c i  a que en p o b l a c i ones m i x t a s  
l o s  e s t a f i 1o c o c o s  son unos c o m p e t i  d o r e s  d é b i l e s  f  r e n t e  a 
o t r o s  gd'rmenes (PETERSON e t  a l . ,  19 62b ;  TROLLER y FR AZIER ,
19 6 3 a ;  TROLLER y FR A ZIER , 1 9 6 3 b ;  PETERSON e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  E l  
te m a ha s i  do r e v i s a d o  po r  MINOR y MARTH (1 9 7 1 ,  1 9 7 2 ) ,  RIEMANN 
y GENIGEORGIS ( 1 9 7 2 )  y HURST ( 1 9 7 3 )  y e s t é  a m p l ia m e n te  
d e s a r r  o l 1 ado en e l  a p a r t a d o  A d e l  c a p i t u l o  I I .
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El e f e c t o  i n h i b i t o r ! o  de l o s  m ic r o o r g a n is m o s  c o m p et i  d o r e s  ha  
s i  do e x p l i  ca do  p o r  l a  p r o d u c c id n  de s u s t a n c i a s  a n t i  b i  d t i  ca s  
(TROLLER y FR A Z IER , 19 6 3 b ;  McCOY y FABER, 1 9 6 6 ) ,  de é c i d o  
l a c t i c o  (HAINES y HARMON, 1 9 7 3 ) ,  de  agua ox i  g e nad a  (THOMPSON 
y JOHNSON, 1 9 5 1 ;  HAINES y HARMON, 1 9 7 3 ) ,  p o r  d i s m i n u c id n  de  
l o s  n u t r i  e n t e s  e s e n c i  a l e s ,  p r i n c i p a l m e n t e  n i c o t i n a m i d a  y 
b i o t i n a  (lANDOLO e t  a l . ,  19 65 ;  HAINES y HARMON, 1973) y p o r  
l a  p r o d u c c id n  de e n z im a s  e x t r a c e l u l a r e s  a n t i e s t a f i 1o c d c i ca s  
( COLLINS-THOMPSON e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .
Segun MOSSEL y INGRAM ( 1 9 5 5 ) ,  l a  i n f l u e n c i a  de l o s  
mi c r o o r g a n i  smos c o m p et i  d o r e s  s o b r e  S^_aureus es  e l  r e s u l  t a d o  
de v a r i e s  f a c t o r e s , e n t r e  e l  1 os:
1 . -  N i v e l e s  a b s o l u t e s  y r e l a t i v e s  de c o n ta m in a c i  dn 
i n i c i a l  p o r  e s t a f i 1ococo s  y o t r a  m i c r o f l o r a .
2 . -  E f e c t o s  s e l e c t i v o s  d e l  s u s t r a t o  a l l  m en t i  c i o s o b r e  
l o s  d i f e r e n t e s  m ic r o o r g a n is m o s :
-  f a c t o r e s  qufm i c o s :  t i p o  de n u t r i e n t e s ,  pH,  
p o t e n c i a l  R ed o x ,  co m p ues tos  a n t i  mi c r o b i  a n o s ,
-  f a c t o r e s  f i s i  c o s :  aw , e s t r u c t u r a  d e l
a l 1m ento ,
-  f a c t o r e s  de p r o c e s a m ie n t o  y manejo  que  
i n f l u y e n  s o b r e  e l  n i v e l  i n i c i a l .
3 . -  C o n d ic io n e s  de a lm a c e n a m ie n tc :  r e l a c i d n  
t i e m p o / t e m p e r a t u r a , humedad r e l a t i v e ,  a t m d s f e r a .
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c o m p u es to s  e s t i m u l a n t e s  o i n h i b i t o r i o s .
En g e n e r a l ,  1 as  c i r c u n s t a n c i a s  que d i f i  c u l t a n  e l  c r e c i m i e n t o ,  
i n h i b e n  en c i e r t o  modo l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s .
Muchos m ic r o o r g a n is m o s  d e l  a l i m e n t e  o r i g i n a n  una d i s m i n u c id n  
d e l  c r e c i m i e n t o  de  S^.aureus , mi e n t r a s  que o t r o s  < Ser r a t i  a 
(DsCEgnses y  E ^ g g M  ) no a f e c t a n  e l  d é s a r r o i  1 o p e r o , no 
o b s t a n t e , no se  d e t e c t a  e n t e r o t o x i n a  (McCOY y  FABER, 1 9 6 6 ) .  
P or  e l  c o n t r a r i o ,  o t r o s  ge'rmenes e s t i m u l  an e l  c r e c i m i e n t o  y  
l a  p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a s  (McCOY y  FABER, 1 9 6 6 ) .
Se han r e a l i z a d o  n u m ero sos  e s t u d i o s  s o b r e  l o s  p a r é m e tr o s  
a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s  de c r e c i m i e n t o  y  p r o d u c c id n  de  
e n t e r o t o x i n a s  en d e r i v a d o s  c a r n i  co s  y  l a c t e o s .  C u a l qu i e r  t i p o  
de a l t e r a c i  dn en e l  p r o c e s a m ie n t o  de l o s  a l i m e n t o s  
f e r m e n t a d o s  puede  f a c i l i t e r  e l  d é s a r r o i  1 o de 1 a s  c e l u l a s  de 
S ^ a u r e u s ,  s ie n d o  1 as  c o n d i  c i  ones  t a l e s  que s i  se l l e g a s e  a 
p r o d u c i r  e n t e r o t o x i n a  en a lg u n a  e t a p a , s e r i a  poco p r o b a b l e  su 
d e s t r u c c i d n  p o s t e r i o r .  La  s i n t e s i s  de EEA en l a  l e c h e  depende  
de l a  c a l i d a d  b i o l d g i c a  d e  e s t e  p r o d u c t o ,  de l a  c o n ta m in a c id n  
1 n i  C l  a l  de e s t a f i 1o c o c o s  y  de l a  t e m p e r a t u r a  de  
a lm a c e n a m ie n c o  (DONNELLY e t  a l . ,  1967 ;  T A T IN I  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .
La co n ta m i n a c i  dn i n i c i a l  t i e n e  e s p e c i a l  i n t e r ë s  en l a  
f a b r i c a c i d n  de q u e s o s .  A q u e l l o s  r e c u e n t o s  e le v a d o s  en l a  
l e c h e  c r u d a  e x p e r i m e n t a r é n  un f u e r t e  in c r e m e n t o  d u r a n t e  e l  
p r o c e s a m ie n t o  s i  no se  p a s t e r i  z a (RICHARDSON y D IV T IA ,  1 9 7 3 ) .
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Asi m ism o, e l  c a r é c t e r  i n e f e c t i v o  d e l  " s t a r t e r " (p o r  e j e m p l o ,  
l i s i s  c e l u l a r  p o r  l o s - f a g o s )  puede o c a s i o n a r  un i n c r e m e n t o  en 
e l  numéro de g é rm en es  e n t e r o t o x i g é n i cos (R EITER e t  a l . ,  1 9 64 ;  
JEZESKI e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  T A T IN I  e t  a l . ,  1971; T A T I N I ,  1 9 7 3 ) .
Los c u l t i v o s  " s t a r t e r  " u t i  1 i z ados en l a  e la b o ra c ic S n  de  
em bu ti  dos s e c o s  in h i b e n  t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o ,  como l a  
s i n t e s i s  de  e n t e r o t o x i n a s .  BARBER y DEIB E L  ( 1 9 7 2 )  
mani f  e s t a r o n  que e l  germen Redi g ç o ç ç u s _ c e re y i_ s a e  im p id e  e l  
d é s a r r o i  1o t o t a l  en a n a e r o b i  o s i  s y p a r c i  a l m en te  en
a e r o b i  o s i s .  A s i  mi smo, DALY (1 9 7 3 )  ha o b s e r v a d o  que e l
S t r e g t g ç g ç ç u s  d i  a c e t U a c t  i  s i n h i b e  en un 997. l a
m u l t i p i i c a c i d n  de S ^ a u re u s  d u r a n t e  l a  e l a b o r a c i  dn de 
c h o r i z o  S Im u la d a  en e l  1 a b o r a t o r i o .  E l  e f e c t o  d e l  " s t a r t e r " 
se m e jo r a b a  a l  a n a d i r  0 .7 5 7 .  de g l u c o n o - ^ - 1  a c t o n a  y 0 . 1  de  
i c i d o  c i t r i c o ,  s i  endo l a  i nh i  b i  c i  dn d e l  9 9 .9 9 7 .  t r a s  5 0  h a 
2 1 ,  3 0  y 37  " C. E l e f e c t o  a n t i m i c r o b i a n o  de l a  g l u c o n o - é
- l a c t o n a  ha s i  do ta m b ié n  p u e s t o  de mani f  i  e s t o  p o r  BARBER y 
DEIBEL ( 1 9 7 2 )  en e l  c h o r i z o  f e r m e n t a d o , t a n t o  en a t m d s f e r a  de 
a e r o b i  o s i s  como en a n a e r o b i o s i s .
NOLETO y BERGDOLL (1 9 8 0 )  ).an r e a l  i z ado un i n t e r e s a n t e  e s t u d i o  
a c e r c a  d e l  e s t i m u l o  que r e p r e s e n t a n  c e p as  no  
e n t e r o t o x 1 g é n i c a s  de S ^ a u re u s  s o b r e  o t r a s  que s e c r e t a b a n  
EEA y EED (1 9 6 E )  y EECl ( 1 3 7 ) ,  a p a r t i r  d e l  c u a l  s u g i r i e r o n
que se podi*a d e t e c t  a r  e n t e r o t o x i n a  en p r e s e n c i  a de
c o n c e n t r a c i ones e le v a d a s  de i as p r im e r a s .
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A . 3 . 5 .  D IFERENCIAS ENTRE LA S IN T E S IS  DE LAS ENTEROTOXINAS 
De l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e e t o  se  de d u ce  que e x i s t e  una g r a n  
v a r i a b i l i d a d  e n t r e  l a  p r o d u c c id n  de l a s  d i s t i n t a s  
e n t e r o t o x i n a s .  P ro b a b le m e n te  donde més s e  mani f  i  e s t e n  e s t a s  
d i  f e r e n c i  as  s e a  e n t r e  1 as  e n t e r o t o x i n a s  A y B, c i  t é n d o s e  
num erosos b r o t e s  en l o s  que se  d e t e c t d  l a  p r i m e r a  
e n t e r o t o x i n a ,  y p o co s  en l o s  que l a  i n c u l p a d a  f u e r a  l a  EEB.
Ya en 1 9 60  s e  d i v u l g d  e l  h echo  d e l  e s c a s o  n Jm ero  de  
i  n to x  i  c a c i  ones  p o r  EEB (SUGIYAMA e t  a l . ,  1 9 6 0 ) ,  s i  endo  
c o r r o b o r a d o  p o s t e r i  o r m e n te  en v a r i a s  o c a s io n e s  ( MARKUS y 
SILVERMAN, 1 9 7 0 ) .  DONNELLY e t  a l . ( 1 9 6 7 )  d e t e r m i n a r o n  que l a
EEA e r a  p r o d u c i d a  p o r  9 de 155 m u e s t r a s  de qu eso p r o c e d e n t e s  
de m e rc a d o s ,  y  p o r  7 de 77  de quesos i  n c u lp a d o s  en 
i  n t o x  i  c a c i  o n es  a l i  m e n t a r i  a s , mi e n t r a s  que no h a l l a r o n  n in g u n a  
m u e s t r a  p o s i t i v a  a EEB. LEE e t  a l . (1 9 7 7 )  no d e t e c t a r o n  EEB 
en s a la m i  p e s e  a l  numéro e l e v a d o  de c é l u l a s  de e s t a f i 1o c o c o s .
GASMAN ( 1 9 * 5 )  e x p l i c d  e s t a  d i  v e r g e n c i  a en b a s e  a que muchas  
menos c e p a s  ( a p ro x  i  madamente l a  dé c im a  p a r t e )  s i n t e t i c a n  
e n t e r o t o x i n a  B en c o m p a r a c id n  con l a  EEA. A e s t e  r e s p e c t o  
c a b e  menc i  o n a r  ig u a l m e n t e  l o s  h a l 1a zg o s  de BENNET y AMOS 
( 1 9 8 2 )  q u ie n e s  ser ia l  a ro n  l a  e l e v a d a  i  n c i  d e n c i  a de  
1n t o x 1 c a c i o n e s  d e b id a s  a l a s  EEA y EED a l  c o m p a r e r  con 1 as  
o c a s io n a d a s  p o r  l a  EEB 6 p o r  l a  EEC, s e g u r a m e n te  o b e d e c ie n d o  
a una p r o d u c c i d n  més p r e c o z  de 1 as  p r i m e r a s .  L a  s ( n t e s i s  de
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EEB r e q u i e r s  un numéro de c é l u l a s  més e l e v a d o  y mayor t ie m p o  
cuando 1 as c e p a s  p r o d u c t o r a s  son in c u b a d a s  en a t m o s f e r a  de N^.
No o b s t a n t e ,  GASMAN y BENNETT <1963) h a b ia n  seria l  ado con  
a n t e r i  o r i  dad que en co n d i  c i  ones de 1a b o r a t o r i  o s e  s i n t e t i z a b a  
més EEB que EEA d EED.
La s  c o n d i  c i  o n es  de c u l t i v o  p a r e c e n  a - f e c t a r  de  fo r m a  mé's 
m arcada  a l a  s i n t e s i s  de EEB que a l a  de  EEA. A s i , NOTERMANS 
y HEUVELMAN ( 1 9 9 3 )  i n d i c a r o n  que l a  se gun da  e n t e r o t o x i n a  se  
d e t e c t a b a  s i  em pre que se  p r o d u c i a  c r e c i m i e n t o ,  mi e n t r a s  que 
l a  p r i m e r a  se  d e p r i m i a  n o t a b le m e n t e  p o r  l a s  c o n d i  c i  o n es  de aw 
b a j a s .  TROLLER ( 1 9 7 1 )  h a b f a  i n d i c a d o  no h a b e r  d e t e c t a d o  EEB 
cuando l a  a c t i v i d a d  de agua f u e  de 0 . 9 6 ,  0 . 9 3 ,  0 . 9 0  y  0 . 8 7 ,  
aunque e l  nOmero de c é l u l a s  de l a  ce pa  p r o d u c t o r a  e x c e d i d  de  
10 / g .  De i g u a l  f o r m a ,  TROLLER (1 9 7 6 )  f  a c i  1 i  t i^  e l  d a t o  que e l
pH d p t im o  p a r a  l a  s i n t e s i s  t a n t o  de EEB como de EEC e r a  6 . 8 ,  
mi e n t r a s  que p a r a  EEA e r a  de 5 . 3  a 6 . 8 .  FRIEDMAN ( 1 9 6 8 )  
s e n a ld  que l a  EEB e r a  muy s e n s i b l e  a 1 as  co n d i  c i  o n e s  de  
a d i t i v o s ,  co n d i  m entos  y c o n s e r v a n t e s .
A . 4 .  PATOGENIA
A . 4 . 1 .  SINTüMAS 
A . 4 . 2 .  DOSIS  TOXICA MINIM A  
A . 4 . 3 .  EXPERIMENTACION ANIMAL 
A . 4 . 4 .  MEGANISMO DE ACCION
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A . 4 . 5 .  EFECTOS INDUCIDOS 
A . 4 . 5 . a .  GASTRICOS 
A . 4 . 5 . b .  PIROGENICOS  
A . 4 . 5 . C .  OTROS EFECTOS 
A . 4 . 6 .  CULTIVOS TISULARES
A . 4 . 1 .  SINTOMAS
La i  n to x  i  c a c i  (én e s t a f  i  1 o c d c i  ca  s e  mani f i e s t a  en e l  hombre po r  
unos s in to m a s  r e l a t i v a m e n t e  e s p e c i f i c o s  que se  d é s a r r o i  1 an 
e n t r e  1 y 6  h o r a s  d e s p u é s  de l a  i n g e s t i d n  de l a  e n t e r o t o x i n a ,  
s i  endo l a  m e d ia  en l o s  b r o t e s  m a s iv o s  de 2  a 3 h o r a s .  E l  
p é r i  odo p r o d r d m i c o  de l o s  s f n to m a s  d e p en d e  de l a  
i d i o s i n c r a s i a  d e l  i n d i v i d u o  a s {  como de l a  c a n t i d a d  de  
e n t e r o t o x i n a  i n g e r i d a .
La i n t o x i c a c i d n  s e  c a r a c t é r i s a  p a r  n é u s e a s ,  v d m i t o s ,  d i a r r e a  
y d o l o r e s  a b d o m i n a l e s ,  to d o  e l 1 o p r e c e d i d o  de s a l i v a c i d h  
p r o f u s a .  Cuando e l  c u r s o  r e v i s t e  mayor g r a v e d a d  a p a r e c e n  
d o l o r e s  de c a b e z a ,  c a l  am bres  m u s c u la r e s  y p o s t r a c i  dn m a rc a d a ,  
to d o  e l 1o d e b id o  p r o b a b 1e m e n te  a l a  p é r d i d a  de f 1u i d o s .  La 
f i e b r e  es  un fe n d m en o  f r e c u e n t e , aunque  en o c a s i ones puede  
h a b e r  h i p o t e r m i  a .  La  p r e s i d n  a r t e r i a l  e x p é r i m e n t a  un d e s c e n s o  
p o r  e l  e s t a n c a m i e n t o  de l a  s a n g r e  en e l  1 echo v a s c u l a r  
p e r i f é r i c o  (HODOVAL e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  BERGDOLL e t  a l .  ( 1 9 7 3 ) ,  
s e n a l a r o n  l a  p r e s e n c i  a de d o l o r  r e n a l  p o r  l a  e l i m i n a c i  dn de  
l a  t o x i n a  p o r  e s t a  v f a .
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Con c a r é c t e r  e s p o r é ’d i c o ,  l a  i n t o x i c a c i d n  e s t a f  i 1 o c d c i  ca  
r e v i s t e  un c a r é c t e r  f a t a l ,  s o b r e  to d o  en l o s  g ru p o s  de r i e s g o  
como son l o s  n i n o s  ( l a  r e l a c i d n  t o x i n a  i n g e r i d a / p e s o  c o r p o r a l  
es muy e l e v a d a )  y l o s  a n c ia n o s  (p o r  e n c o n t r a r s e  a q u e j a d o s  de  
o t r a s  d o l e n c i a s ) .
Los e n fe r m o s  se  r e c o b r a n  r é p i d a m e n t e , p e r d u r a n d o  e l  c u a d r o  
S I n t o m é t i  co de sde  unas p o c a s  h o r a s  h a s t a  t r e s  d i a s , y 
g e n e r a l  m en te  no r e q u i e r e n  h o s p i t a l i z a c i d n .  Cuando é s t a  es  
n e c e s a r i a  e l  l i n ic o  t r a t a m i e n t o  que se  s i g u e  es  l a  r e p o s i c i d h  
de 1 1 qu i dos y de e l e c t r o l i t o s  p e r d i  d o s .
La p u e r t a  de e n t r a d a  de 1 a e n t e r o t o x i n a  s u e l e  s e r  o r a l .  No 
o b s t a n t e ,  SUAREZ (comuni c a c id n  p e r s o n a l )  e x p e r i m e n t d  un 
ac c e s o  de i n t o x i c a c i d n  p o r  i n h a l a c i o n  de e n t e r o t o x i n a  E 
a l t a m e n t e  p u n  f i c a d a ,  mi e n t r a s  se h a l 1 aba r e a l i z a n d o  un as  
d e t e r m i n a c i o n e s  con l a  misma.
A . 4 . 2 .  DOSIS TOXICA MINIMA
Los d a t o s  a e s t e  r e s p e c t o  son nu m e ro so s ,  p e r o  muy pocos  
a u t o r e s  e s t é n  de a c u e r d o  en una a o s i s  t d x i c a  m in im a .  Las  
r a z o n e s  son o b v i a s ,  ya que p a r a  po de r  m e n c io n a r  una c i f r a  se  
h a r i a n  n e c e s a r : as e x p e r i m e n ta c io n e s  con v o l u n t a r  i  o s .
En op 1 n 1 dn de RAJ y BERGDOLL ( 19&9) 5'J |ag de EEB (con e l  5u% 
c s  aurez a ) or : g i nd les sfntomas tî'picos a 1 as 2 a 4 nor as
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t r a s  su i n g e s t i d n .  A l gunos e s t u d i o s  p o s t e r i o r e s  (GILBERT e t  
a l . , 19 72 )  i n d i c a r o n  que l a  d o s i s  m f n i ma de EEA, EEB y EEC
p a r a  e l  d é s a r r o i  1 o de l o s  s in t o m a s  e r a  de 1 0 - 1 3  p g .  B a jo  l a  
b a s e  de l o s  n i v e l e s  de e n t e r o t o x i n a  o b s e r v a d o s  en a l i m e n t o s  
i m p l i c a d o s  en c a s o s  de i n t o x i c a c i d n  a l i  m e n t a r i  a y l a  c a n t i d a d  
de d s t o s  i n g e r i d a ,  se  ha s u g e r i d o  que de 1 a 9 j jg son  
s u f  i c i  e n t e s  p a r a  o r i g i n a r  l a  i n t o x i c a c i d n  (CABMAN y BENNETT, 
1 9 6 3 ;  GILBERT e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  BERGDOLL ( 1 9 7 0 )  s e h a l 6  que un
s u j e t o  v o l  u n t a r i o  e n f e r md t r a s  l a  i n g e s t i d h  de queso con una  
c a n t i d a d  de EEA i n f e r i o r  a  1 p g .  T a n t o  l o s  d a t o s  o b t e n i  dos a 
p a r t i r  de e p id e m i  as  n a t u r a l e s  como p o r  l a  e x p e r i m e n t a c i d n  con  
v o l u n t a r i e s  in d u c e n  a p e n s a r  en l a  g r a n  v a r i a b i l i d a d  en l a  
s e n s i  b i 1 i  dad e n t r e  l o s  i n d i v i d u o s ,  c o n s i  d e r é n d o s e  que 1 y g  ,o 
menos es  ya  s u f  i  c i  e n t e  p a r a  p r o d u c i r  i n t o x i c a c i d n  en l a s  
p e r s o n a s .
A . 4 . 3 .  EXPERIMENTACION ANIMAL
Be han l l e v a d o  a cabo muchos e x p e r i  m entos  con a n im a le s  de  
1a b o r a t o r 1 o ,  i n c l u y e n d o  e n t r e  d s t o s  monos r h e s u s  (BURGALLA e t  
a l . ,  1953; WILBON, 1 9 59 ;  SCHANT2 e t  a l . ,  19 6 5 ;  CHU e t  a l  . , 
19 66 ;  BORJA y BERGDOLL, 1 9 6 7 ;  BERGDOLL, 1 9 7 0 ;  L IU  e t  a l  . , 
1 9 7 6 ) ,  g a t o s ,  p e r r o s  (G ILB E R T , 1 9 6 6 ) ,  c o n e j o s  (P E T T IT  e t  a l . ,  
1977 ;  L I U  y SANDERB, 1 9 8 0 ) ,  c h i n c h i l l a s ,  v i s o n e s  (JUOKSLATHl 
e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  r a t a s  (HODOVAL e t  a l . ,  1 9 6 6 ) ,  r a t o n e s  y c a b r a s  
(MIERT e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  MIERT e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s o s t i enen que l a  
c a b r a  es  un buen m o d e lo p a r a  e s t u d i  a r  l o s  e f e c t o s  de l a  EEB.
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En g e n e r a l ,  l o s  a n im a le s  son mucno més r e f r a c t a r i o s  que e l
hombre a l a  p r e s e n t a c i ô n  de un c u a d r o  c l i n i  co t r a s  l a
a d m i n i s t r a c i d n  o r a l  de e n t e r o t o x i n a ,  p e r o  pueden 1o g r a r s e  l a  
m ayo r1 a oe l o s  e f e c t o s  o b s e r v a d o s  en e l  hombre p o r  l a  
a d m i n i s t r a c i d n  p a r e n t e r a l .
La s i n t o m a t o l o g i a  en l o s  monos a n t r o p o i d e s ,  en e s p e c i a l  en
t3à£à££U t C t lg suS j r e v i s t e  un c a r é c t e r  seme j a n t e  a l  d e l  hombre
(KENT, 1 9 6 6 ) .  L I U  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  p u d i  e r o n  o b s e r v a r  v d m i t o s  con  
h i p e r t e n s x d n  t r a n s i t o r i a ,  p a l i d e z ,  d i s t e n s i d n  a b d o m in a l ,  
d i a r r e a  o c a s i  o n a l  y d e s h i d r a t a c i d n  p o r  l a  a d m i n s t r a c i  dn 
i n t r a v e n o s a  de 0 . 5  mg de E E A /k g  en monos r h é s u s .  P r e v ia m e n t e  
a l a  m u e r t e , l a  c u a l  t e n x a  l u g a r  p o r  t é r m i n o  m edio  a l a s  S . 7 
h .  de sp u es  de l a  i n y e c c i d n , se  e s t a b l e c i a  t a q u i c a r d i a  e 
h i p o t e n s i  6n .
Tambidn se pu ed e  p r o v o c a r  una r e s p u e s t a  c a r a c t e r f s t i c a  en 
v i s o n e s  (JUOKSLATHl e t  a l . ,  1 9 8 0 )  p o r  l a  a d m i n i s t a c i d n  o r a l  
de EEA ( 5 - 2 0 0  u g ) ,  acompanada de l a  p é r d i d a  d e l  a p e t i t o ,  que  
se . r e s t a b l e c i  d t r a s  22 h ,  d i a r r e a ,  n e u t r o f  i l i a ,  1 i  n f o p e n i  a , 
in c r e m e n t o  d e l  n i t r d g e n o  de Lirea en s a n g r e  y d i s m i n u c io n  d e l  
n i v a l  ce c o l e s t e r o l .
A . 4 . 4 .  MEGANISnO OE ACCION
El l u g a r  de a c c id n  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  es  s u p u e s ta m e n te  e l  
t r a c t o  d i g e s t i v o ;  no o b s t a n t e ,  a p a r e c e n  o t r a s  m a n i f e s t a c i  ones
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to t r n lm e n t e  a j e n a s  a é s t e ,  t a l e s  como h i p e r t e r m i a ,  
a l t e r a c i o n e s  en l a  p r e s i d n  a r t e r i a l ,  e t c . ,  d e  l a s  que se  
de d u ce  l a  i n s t a u r a c i  dn d e  t o x e m i a ,  d i  f u n d i  d n d o se  l a  t o x i n a  
p o r  e l  t o r r e n t e  c i r c u l a t o r i o  h a c i a  o t r a s  l o c a l i z a c i o n e s  
o r g é n i c a s .  Los d a t o s  s o b r e  e s t e  p a r t i c u l a r  son d é f i c i e n t e s  ya  
que l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  t o x i n a  en s a n g r e  pu ed e  s e r  muy e x i g u a  
y l o s  m ëto dos  de d e t e c c i d n  no han g o za d o  de l a  s e n s i b i l i d a d  
s u f i c i e n t e  como p a r a  d e t e c t a r l a .  A c t u a l  m e n t e , l a s  t d c n i  c a s  de  
R IA  y E L IS A  p o d r f a n  e s c l a r e c e r  e s t o s  s u p u e s t o s .  Se ha  
s u g e r i d o  que l a  a d m i n i s t r a c i d n  e n d o v e n o s a  de EEB puede  
e j e r c e r  su p o d e r  p a t d g e n o  d a n an d o  e l  e n d o t e l i  o c a p i l a r  d e l  
i n t e s t i n e  g r u e s o ,  p e rm i  t i  en do  a s f  l a  a b s o r c i  dn de  l a  t o x i n a  
h a c i a  l a  s a n g r e .  E s t e  s e r f a  un fe ndm en o  de t i p o  e n d o to x  i  na ,  
d e t e c t a b l e  p o r  l a  c a p a c i  dad d e l  p la s m a  de o r i g i n a r  l a  
g e l a c i  dn d e l  1 i  s a d o  de  am eboci  t o s  d e l  c a n g r e j o  (G L A L ) . P E T T IT  
e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  d e m o s t r a r o n  que l a  EEB t e n i a  c a p a c i  dad p a r a  
i n d u c i r  GLAL en e l  p l a s m a ,  l o  que i m p i i c a r i a  t a n t o  l a  
1 i  b e r a c i  dn de t o x i n a  a t r a v d s  d e l  i n t e s t i n e  como l a  r e d u c e i  dn 
d e l  r i t m o  de e l i m i n a c i d n .  La  d n i c a  e v i d e n c i  a de que l a  t o x i n a  
s e  d i f u n d e  p o r  e l  t o r r e n t e  c i r c u l a t o r i o  es  e l  d é s a r r o i  1o de 
in m u n id a d  en l o s  monos c u an d o  se  u t i l i z a n  p a r a  p r u e b a s  
e x p e r i  m e n ta l  es  y  se  a d m i n i s t r a  l a  t o x i n a  p o r  v i a  d i g e s t i v a  
(BERGDOLL, 1 9 6 6 ) .  Se h i  c i  e r o n  e x p e r i m e n t o s  de p r o t e c c i d n  
p a s i v a  t r a n s f  i  r i  endo e l  s u e r o  de un a n im a l  a l  que se  h a b i a  
admi n i  s t r a d o  r e p e t i d a s  d o s i s  i n t r a g é s t r i  c a s  de e n t e r o t o x i n a  a 
o t r o  mono no e x p u e s t o ,  o b s e r v é n d o s e  l a  a u s e n c i a  de  v û m i t o s  en 
e s t e  s e gun do .
- 5 4 —
A . 4 . 5 .  EFECTOS INDUCIDOS 
A . 4 . 5 . a .  EFECTOS GASTRICOS.
Ernes i  s . E l  mono r h e s u s  ha v e n id o  u t i 1 i  zé n d o s e  
c l i s i c a m e n t e  como e l  m e jo r  m ode lo  e x p e r i m e n t a l  p a r a  1 as  
e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i l o c d c i c a s  y a  que su r e s p u e s t a  m i m e t i z a  l a  
d e l  hombre c a s i  en su t o t a l i d a d .  Al p a r e c e r  (SUGIYAMA y 
HAYAMA, 1 9 6 5 ) ,  l a  r e s p u e s t a  a f e r e n t e  a l c a n z a  e l  c e n t r o  d e l
v d m i t o  p o r  e l  n e r v i o  va go  y o t r o s  n e r v i o s  s i m p é t i c o s , p e ro
e s t o s  e x p e r im e n t o s  no e s c l a r e c i e r o n  l a  l o c a l i z a c i d n  de un 
d rg a n o  c o n c r e t e  como c e n t r o  de l a  a c c id n  e m e t i c a .  E s t e
im p u ls e  p a r e c e  s e r  e s p e c i f i c o  ya  que l o s  a n im a le s  en l o s  
c u a l es se h a b l a  p r a c t i c a d o  v a g o t o m ia  no r e s p o n d ia n  con e m e s is  
cuando se  l e s  ad m in i s t r a b a n  d o s i s  l e t a l e s  de e n t e r o t o x i n a
p e r o  s i  que l o  h a c f a n  con o t r o s  vomi t i  v o s .  E s t e  t r a b a j o  f u e  
d i  s c u t i  do p o r  THATCHER ( 1 9 6 6 )  qu i  en comentd" que t o d a s  l a s  
r e s p u e s t a s  e m é t i c a s  e s t é n  m e d ia d a s  v f a  a r c o s  r e f l e j o s  que  
pasan a t r a v d s  d e l  c e n t r o  d e l  v d m i t o .  E s t e  a u t o r  c o n c l u y d  que 
e l  l u g a r  de a c c id n  de l a  e n t e r o t o x i n a  se l o c a l i z a  en e l  
c e r e b r o  a n t e r i o r .  SUGIYAMA e t  a l . (1 9 6 1 )  i n f o r m a r o n  que l a
e n t e r o t o x i n a  B en l o s  monos ta m b ié n  a c t u a  en e l  s i  sterna  
n e r v i o s o  p e r i  f é r i  co  v i a  n e r v i o  v a g o .  Se d e m o s t r d  que e l  l u g a r  
de a c t i v i d a d  r e s i d f a  en un qu i mi o r r e c e p t o r  (CTZ) de l a
medul.l .a ob l o n g a t a ;  en g a t o s  no se  s ig u e  e s t a  r u t a ,  ya  que l a
e l i m i n a c i d n  d e l  qui m i o r r e c e p t o r  m enc ion ado  no a f e c t d  a l a
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r e s p u e s t a  e m é t i c a .
A l gunos f é r m a c o s  como l a  d i h i d r o s r g o t a m i n a  pueden p o t e n c i a r  
e l  v d m i t o  como han p u e s t o  de mani f  i  e s t o  SUGIYAMA e t  a l .  
( 1 9 5 8 ,  1 9 6 1 ,  1 9 6 2 .  1 9 63 )  en v a r i o s  t r a b a j o s .
Di  a r r e a . Es o t r o  s ig n o  c a r a c t e r i ' s t i c o  de l a  
i n t o x i c a c i d n  e s t a f  i 1o c d c i  c a  au n q u e  no e s  p r i v a t i v e  de e l 1 a .  
E l h e ch o  d e  que l a s  e n t e r o t o x  i n a s  e s t a f i 1o c d c i c a s  no 
r e a c c i o n e n  en l a  p r u e b a  d e l  a s a  i n t e s t i n a l  l i g a d a  s u g i e r e  que 
l o s  m ecani smos i m p l i c a d o s  n a d a  t i  enen que v e r  con e l  
i n c r e m e n t o  de AMP 6  de GMP c f c l i  co como o c u r r e ,  p o r  e j e m p l o ,  
con l a s  t o x i n a s  de i j . ç o l . i .  P a r e c e  s e r  que se  p u d i  e r a  t r a t a r  
b i e n  de l a  i n h i b i c i d n  de l a  a b s o r c i  dn de i f q u i d o s  d e s d e  e l  
lumen i n t e s t i n a l  o d e l  in c r e m e n t o  d e l  f l u j o  de  f 1u i  dos h a c i a  
e l  lu m e n ,  d e s c a r t é n d o s e  1 os fendm en o# de i n c r e m e n t o  de l a  
m o t i l i d a d  y de  a l t e r a c i d n  d e l  t r a n s p o r t e  i d n i c o  a t r a v d s  de  
l a  membrana d e l  tu b o  d i g e s t i v o .  No o b s t a n t e ,  KAPLAN y 
TENENBAUM ( 1 9 8 2 )  i n d i c a r o n  que l a  i n g e s t i 6 n  de e n t e r o t o x i n a  
i n d u c î a  un p e r i s t a l t i s m o  in c r e m e n t a d o  d e l  i n t e s t i n e ,  
p r o b a b le m e n t e  d e b i d a  a una d i s f u n c i d n  d e l  s is t e m a  n e r v i o s o  
au td n o m o .  T r a s  una s e r i e  de e x p e r im e n t o s  que SULLIVAN y ASANO 
( 1 9 7 1 )  r e a l i z a r o n  p e r f u n d i e n d o  e l  i n t e s t i n o  d e lg a d o  de r a t a  y 
d e t e r m i n a n d o  e l  t r a n s p o r t e  n e t o  de agua  e i ones  a t r a v é ’s de  
l a  m ucosa,  se  d e d u jo  que l a s  e n t e r o t o x i n a s  ponen en m archa un 
m ecani smo de s e c r e c i d n ,  no a f e c t a n d o  a l  mécanisme de 
a b s o r c i  dn .  H a s t a  l a  f e c h a  se  de s c o n o c e  s i  l a  a d m i n i s t r a c i d n  
i n t r a v e n o s a  de EEB in d u c e  d i a r r e a  po r  m ecanism os n e u r o g é n ic e s
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y / o  po r  un e f e c t o  d i r e c t e  s o b r e  1 as c e l u l a s  de l a  mucosa  
(MIERT e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
ë Q îê E i - iL S i .  E s t e  f  endmeno se  o b s e r v a  en l o s  c a s o s  de 
i n t o x i  c a c i  on g r a v e  y se  m a n i f i e s t a  como h i  p e re m i a mucosa
z o n a l , edem a, i r r i t a c i d n  m u s c u la r ,  e r o s i o n e s , p e t e q u i a s  y 
ex u d a d o  p u r u l e n t e  (BERGDOLL, 1 9 7 2 ) .  A n i v e l  m ic r o s c r fp ic o  se  
o b s e r v a  i n f l a m a c i d n  i n t e n s a  aunque  r e v e r s i b l e ,  con
a c o r t a m i e n t o  de l a s  v e l 1o s i  d a d es  i n t e s t i n a l e s  y e l o n g a c i  dn de 
l a s  c r i p t a s ,  s i e n d o  méxima 4 a 8 h o r a s  despu ës  de l a  
a d m i n i s t r a c i d n  de  EEB. Los cambi os u l t r a e s t r u c t u r a l  es
in c l u y e n  a l  t e r a c i  ones en l a s  mi t o c o n d r i  as de l a s  c ë l u l a s  
i n t e s t i n a l e s  y l a  p r e s e n c i  a de g r d n u lo s  de s e c r e c i  dn (MIERT  
e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  En o c a s i o n es  se  m a n i f i  e s t a  po r  l a  a p a r i  c i  dn de  
pseudom em branes en 1 as h e c e s  (M IERT e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  que
ta m b ié n  pueden s e r  s a n g u i n o l e n t e s .
En e s t e  s e n t i  do hay que menci o n a r  un p r o c e s o  que t u v o  g r a n
t r a n s c e n d e n c i a  en l a  d e c ada de l o s  5 0 :  l a  e n t e r o c o l i t i s
pseudom em branosa .  E s ta  e n fe r m e d a d  se  d é s a r r o i  1 aba en a q u e l  1 os  
i n d i v i d u o s  que h a b ia n  s i  do s o m e t i  dos a un t r a t a m i  e n t o  
a n t i  b i d t i  CO p o r  v i a  o r a l  p o r  l o  que su f l o r a  i n t e s t i n a l  h a b f a  
e x p e r im e n t a d o  una d i s m i n u c i d n  n o t a b l e ,  no s i  endo a f e c t a d o s  
l o s  e s t a f i 1o c o c o s .  Los m ic r o o r g a n is m o s  de e s t e  g é h e r o  
a i  s i  ados de l a s  h e ces  se  d e m o s tr d  s e c r e t a b a n  t o x i n a  A y / o  B 
en g r a n d e s  c a n t i d a d e s  (BERGDOLL,1 9 6 3 ) .
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A . 4 . 5 . b .  EFECTOS PIROGENICOS
E l c a r ^ c t e r  p i r o g ë n i co  d e  1 a s  e n t e r o t o x i n a s  f u e  p u e s t o  de  
m a n i f i e s t o  p o r  CLARK y PAGE (1 9 6 8 )  cuand o  o b s e r v a r o n  en g a t o s  
un in c r e m e n t o  de  2 . 7  * C  en l a  t e m p e r a t u r a  c o r p o r a l  , t r a s  l a  
i n o c u l a c i d n  de 0 . 1  a 1 . 0  pg  de e n t e r o t o x i n a  A ^ B ,  a s i  como 
t r a s  l a  a d m i n i s t r a c i d h  i n t r a g ^ s t r i c a  < 2 5 -5 0  p g / k g )  . La  
a d m i n i s t r a c i â n  i n t r a v e n o s a  d e t e r m i n a b a  un a c u r v a  b i  f  ca  
(CLARK y BOR INSON, 1 9 6 3 ) .  Lo s  e - fe c t o s  p i r o g é n i c o s  de l a  
e n t e r o t o x i n a  A son a l  p a r e c e r  3  a  6  v e c e s  mas p o t e n t e s  que  
l o s  d e  l a  B (BERGDDLL,1 9 7 0 ) .  MIERT e t  a l . (1 9 8 3 )  no
e n c o n t r a r o n  una c o r r e s p o n d e n c i a  i n e q u f v o c a  e n t r e  l a  r e s p u e s t a  
■ fe b r i l  y l a s  m o d i - f i c a c io n e s  de l o s  v a l o r e s  p l a s m / t i c o s  de  
z i n c  y h i e r r o ,  1o que fu n d a m e n ts  l a  t e o r f a  que l a s  r e a c c i o n e s  
f e b r i l e s  y l o s  c a m b io s  en l o s  e le m e n to s  t r a z a  d e l  p la s m a  
e s t ^ n  m ed ia d o s  p o r  l a  l i b e r a c i d n  de d i f e r e n t e s  p r o t e i n a s  
1 i b e r a d a s  p o r  l o s  m a c r d fa g o s  a c t i v a d o s .
A . 4 . 5 . C .  OTROS EFECTOS
O t r o s  e f e c t o s  que se  han o b s e r v a d o  han s i  do:
De s c a m a c l d n : e l  c o n t a c t e  con e n t e r o t o x i n a  ha
p ro v o c a d o  l a  e r u p c i d n  v e s i c u l o s a  y l a  descamaci<^n, a f e c t a n d o  
un i ca m e n te  a l a  d e r m is .
S i s t ema ne r v i oso Ç S D t E è i i  1 os e f e c t o s  o b s e rv a d o s
s o b r e  e s t e  s i s t e m a  son l o s  de  d e s o r i e r t a c :  £n y a l t e r a c i d n  as
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l a  c o n c i e n c i a ,  p r i n c i p a l m e n t e .  T r a s  l a  i n y e c c i d n  i n t r a v e n o s a  
de  1 mg de  E E B /k g  en monos, HODOVAL e t  a l . ( 1 9 6 7 )  o b s e r v a r o n
que poco a n t e s  de m o r i r  l o s  a n im a le s  se p r o d u c ia n  ca m b io s  en 
e l  e n c e f a l o g r a m a  m a n i f e s t a d o s  p o r  un d e s c e n s o  m arc ad o  de l a  
f r e c u e n c i a  de onda  y e l  i n c r e m e n t o  i n i c i a l  de  l a  a m p l i t u d  con 
e l  d é s a r r o i  1 o de  sh ock  p r e t e r m i n a l .  Se s u g i r i d  que l a  a n o x i a  
c e r e b r a l  , o r i g i n a d a  p o r  un a p o r t e  s a n g u in e o  i n s u f i c i e n t e  es  
l a  c a u s a  p r i  m a r i  a de  1 as  modi f  i  c a c i  o n es  d e l
e l e c t r o e n c e f a l o g r a m a , s i e n d o  en e s t e  s e n t i d o  l a  EEB s i m i l a r  a 
l a s  e n d o to x  i n a s .  Se d e s c o n o c e  s i ,  en a u s e n c i  a de
h i  p e r p i  r e x  i  a , se  a s o c i a r i a  a l a  d e s o r i e n t a c i  cfn u o t r a s  
a l t e r a c i  ones d e l  s i s t e m a  n e r v i o s o .
B ë û â i ê S l  CRAWLEY e t  a l . ( 1 9 6 6 )  han in f o r m a d o  que l a
e l i  m in a c id n  de l a  e n t e r o t o x i n a  i n o c u l a d a  en monos d e s a p a r e c e  
muy r ^ p i d a m e n t e  de  l a  s a n g r e ,  h a c i ^ d o l o  e l  60% en 60  
se g u n d o s .  La i  m p o r t a n c i  a de l o s  r i  nones en l a  e l i m i n a c i d ’n de  
l a  e n t e r o t o x i n a  v i n o  d e m o s t r a d a  po r  e l  h echo  de que l a  
1 i g a d u ra  de ambas a r t e r i a s  r e n a l  es r e t r a s a b a  l a  d e s a p a r i  c id n  
de l a  EEB de l a  c i r c u l a c i d h  (NORMANN e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  En e s t e  
mismo e x p e r i  m ento  s e  pudo p o n e r  de mani f  i e s t o  que l o s  l u g a r e s  
de e l i m i n a c i r f n  de  l a s  t o x i n a s  son l o s  t O b u lo s  c o n to r n e a d o s
p ro x  i  mal e s , s i e n d o  a lc a n z a d o s  p o r  l a  t o x i n a  medi a n t e  un
p r o c e s o  de f i l t r a c i d n  g l o m e r u l a r  y de r e a b s o r c i d n  t u b u l a r .  
I g u a l m e n t e , MIERT e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  han s u g e r i d o  una p o s i b l e  
a c c id n  n e f r o t d x  i c a  de l a  e n t e r o t o x i n a  B i  n f i  r i  # n d o lo  d e l  
he cho  de que l a s  c o n e e n t r a c i  ones de u r e a  i n c re m e n ta b a n  en
s a n g r e  a p e s a r  de no o b s e r v a r s e  h e m o c o n c e n t r a c id n .
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H e g g t i ç g s i  a l  h i g a d o  ta m b i^ n  p a r s e *  r e v e s t i r
i m p o r t a n c i a  en l a  e l i m i n a c i d n  de l a  t o x i n a  d e l  t o r r e n t s  
c i r c u l a t o r i o  (NORMANN e t  a l .  1 9 6 9 ) .  Los fe ndm en os  h e p ^ t i c o s
o b s e r v a d o s  p o r  L I U  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  t r a s  l a  a d m i n i s t r a c i d i n  
i n t r a v e n o s a  de  e n t e r o t o x i n a  e s t a b a n  e v a lu a d o s  p o r  s i  r e t a r d e  
en l a  e l i m i n a c i d n  h e p i ' t i c a  de  v e r d e  oe i n d o c i a n i n a .
Siaismam ci rcuLetorlo._e_inmunsi en Magagcgs_rhe%yg
que h a b ia n  r e c i b i d o  0 . 0 3  a 1 . 0  mg E EB /kg  se  pudo d e t e c t a r  
t a q u i c a r d i a ,  i n c r e m e n t o  d e  l a  r e s i  s t e n c i  a  a r t e r i a l ,
d i s m i n u c id n  de l a  p r e s i d n  s a n g u f n e a ,  d e l  r i t m o  c a r d i a c o ,  d e l  
vo lum en de Id T t id o ,  d e l  g a s t o  c a r d i a c o ,  de  l a  p o t e n c i a  m ed ia  
c a r d i a c a  y  d e l  vo lum en  s a n g u fn e o  c e n t r a l  (L IU  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  
a l t e r a c i o n e s  que p a r e c e n  s e r  f r e c u e n t e s  en o t r a s  e s p e c i e s  y
en e l  ho m b re .  La s  a l t e r a c i  o n es  en l a s  c o n s t a n t e s  s a n g u in e a s  
mas comdnmente o b s e r v a d a s  son h e m o c o n c e n t r a c id n  ( d e b i d a  p o r  
1o g e n e r a l  a l a  p ë r d i d a  de f l u i d o s ) , con un in c r e m e n t o  d e l  
h e m a t o c r i t o  y de  l o s  v a l o r e s  de h e m o g lo b in s .  MIERT e t  a l . ,  
( 1 9 8 4 )  han se Tta lado  ta m b ié n  l a  i n h i b i c i d n  de  l a s  
c o n t r a c c i on es  d e l  rumen en c a b r a s  t r a s  l a  a d m in i  s t ra c i< 5 n  de
0 . 0 2  a O .S  pg de S E B / k g ) ,  au n q u e  como e l 1 os  mismos s e n a l a r a n ,  
t o d a s  l a s  s u s t a n c i a s  p i r d g e n a s  ex d g e n as  a n u la n  e s t a  f u n c i d n ,  
p r o b a b le m e n t e  p o r  un m ecani smo c e n t r a l  que i m p l i e s  l o s  
c e n t r e s  g ^ s t r i c o s .  O t r a s  a l  t e r a c i  ones o b s e r v a d a s  han s i  do  
l i n f o p e n i a  y d i s m i n u c i o n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  f o s f a t a s a  
a l c a l i n s  s d r i c a ,  c a m b io s  en e l  r i t m o  c a r d i a c o ,  s a l i v a c i d h ,  
t a q u i p n e a .  Con r e s p e c t o  a l a  1 i n f o p e n i a , GILBERT ( 1 9 6 6 )  ha
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s e n a la d o  que de l o s  d a t o s  h a b id o s  p a r e c e  que ^ s t a  se
e s t a b l e c e  p o r  una e l i m i n a c i d n  o d e s t r u c c i 6 n  de l o s  l e u c o c i t o s
m^s que p o r  l a  a l t e r a c i d n  en l a  g d h e s is  de  l o s  mism os. E s ta s  
o b s e r v a c i o n e s  ta m b i  em f u e r o n  h e c h a s  p o r  CRAWLEY e t  a l . (1 9 6 6 )
q u ie n e s  i n d i c a r o n  que l a  EEB se  u n i  a a l o s  l e u c o c i t o s ,  s ie n d o  
e s t o s  s e c u e s t r a d o s  en l o s  p u lm o n e s .  Los a n im a le s  r e s i s t e n t e s  
( r a t a s )  m o s t r a r o n  e l  p e r i o d o  de d i s t r i b u c i d n  o r g â n i c a  mâs 
l e n t o ,  p e r o  l a  e l i m i n a c i d n  r e n a l  e r a  s u p e r i o r ,  p o r  l o  que l a  
u n id n  de  l a  EEB a l o s  r e c e p t o r e s  en l o s  1 i n f o c i t o s  p o d r i a  
s u p o n e r  l a  b a s e  de  l a  t o x i c i d a d .
La i n o c u l a c i d n  p o r  v f a  i n t r a v e n o s a  de EEB a l t a m e n t e
p u r i f i c a d a  d e t e r m i n d  c i e r t o s  ca m b io s  en l a s  c o n s t a n t e s  de  
c o a g u l a c i  dn de p e r r o s  "b ea g le * *  (G ILBERT, 1 9 66 )  : t i e m p o  de
c o a g u l  a c i  d n , r e t r a c c i  dn d e l  co a fg u lo ,  l i s i s  d e l  c o a g u l  o ,
r e c u e n t o  de l e u c o c i t o s ,  t ie m p o  de p r o t r o m b i n a  y t ie m p o  de 
t r o m b o p l a s t i n a  p a r c i a l .
A . 4 . 6 .  EFECTOS SOBRE CULTIVOS TISULARES
Los e f e c t o s  de l a  EEB s o b r e  a lg u n o s  s is t e m a s  de c u l t i v o  
t i s u l a r ,  t a n t o  humanos ( c e l u i as  e m b r i o n a r i a s  i n t e s t i n a l e s )  se  
c a r a c t e r i z a n  p o r  una a g r u p a c id n  y p o s t e r i o r  d e s p r e n d im ie n t o  
de l a  f a s e  s d l i d a  de l a s  c e l u l a s  en m onocapa, que se  
n e u t r a l i z e  p o r  e l  uso de a n t i s u e r o s  e s p e c f f i c o s .  La a c t i v i d a d  
C l t o t d x 1ca p o t e n c i  a l  de  1 as  e n t e r o t o x i n a s  p u r i f i c a d a s  f u e  
p u e s t a  de m a m f i e s t o  p o r  BUXSER y BONVENTRE ( 1 9 8 1 )  q u ie n e s
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e s t u d i a r o n  l a  i n t e g r i d a d  de l a  memdrana c e l u l a r ,  c o n c lu y e n d o  
que l a s  e n t e r o t o x i n a s  e s t a - f i l o c d c i c a s  (EEA y EEB) no  se  
co m p o r ta b a n  como o t r a s  c i t o t o x i n a s .
A .S .  A N A L IS IS  DE ENTEROTOXINA EN MEDIOS A R T IF IC IA L E S  Y EN 
A L I MENTOS
A . S . l .  METODOS BIOLOGICOS  
A . 5 . 2 .  METODOS INMUNOLOGICOS
A . S . 2 . 1 .  REACCIONES DE INMUNODIFUSION EN GEL 
A . 5 . 2 . 2 .  HEMAGLUTINACION Y TECNICAS AFINES  
A . 5 . 2 . 3 .  TECNICAS CON REACTIVOS MARCADOS 
A . 5 . 2 . 3 . a .  FLUORESCENCIA 
A . 3 . 2 . 3 . b .  R A D I0 INMUNOANALISIS  
A . 5 . 2 . 3 . C .  E L IS A
La d e t e c c i d n  de  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i l o c d c i c a s  r e p r é s e n t a  en 
o c a s i ones un p r o b le m s  g r a v e .  En a lg u n o s  c a s o s  e s  d i  f f c i 1 de  
d e t e r m i n e r  l a  i  m p o r t a n c i  a de  l a  i  n c i  d e n c i  a de  l a s  
i  n to x  i  c a c i  ones  e s t a f i 1o c d c i c a s  e n t r e  o t r a s  c o s a s  p o r  l a  f a l  t a  
de un s is t e m a  de d e t e c c i d n  e f e c t i v o  y f i a b l e .  Segun BERGDOLL 
e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  l a  s e n s i b i l i d a d  de l a  t d c n i c a  no d e b e  s e r  
i n f e r i o r  a l a  que se  o b t i e n s  po r  e l  m étodo u s ad o  p o r  l a s  
A g e n c ia s  R e g u la d o r a s .  E l  m éto do  que u t i l i s a  a c t u a l  m e n te  e l  
o r g a n i  smo e s t a d o u n id e n s e  Food and Drug A d m i n i s t r a t i o n  d é t e c t a  
un m in im o de ù . 1 a 0 . 2  pg d e  e n t e r o t o x i n a  a n a d i  dos a 100 g de
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a l i m ento .
La p r e g u n t a  més i m p o r t a n t e  a r e s p o n d e r  es  d c u a l  es  l a  
c a n t i d a d  m in im a  de e n t e r o t o x i n a  que se  p u ed e  a n a d i r  a un
a l i m e n t e  y s e r  d e t e c t a d a  con e l  m étodo e m p le a d o ?  E s t a  
c a n t i d a d  pu ed e  que no s e a  s u f i c i e n t e  p a r a  p r o v o c a r
i n t o x i c a c i â n  en l a s  p e r s o n a s  que consuman e l  a l i m e n t o ,  p e r o
l a s  v a r i a c i ones  i n d i v i d u a l  es  son t a n  m arc ad a s  en c u a n t o  a l a
s u s c e p t i b i 1 id a d  a l a s  e n t e r o t o x i n a s ,  a s i  como a l a  c a n t i d a d  
d e  a l i m e n t e  i n g e r i d a  que e s t a s  m ed id as  son i m p r e s c i n d i b l e s .  
En c u a l q u i e r  c a s o ,  s i  se  d é t e c t a  l a  p r e s e n c i a  de  e n t e r o t o x i n a  
en un a l i m e n t e ,  é s t e  no d e b e r T a  s e r  a p t e  p a r a  e l  consume.
La d e t e c c i  dn de 1 as  e n t e r o t o x i n a s  en l o s  a l i m e n t e s  se  
c o m p l ie s  p o r  e l  hecho de no ex i  s t i r  un m éto do  b i o l d i g i c o  
ad ecu ado  p a r a  h a c e r l o  en m u e s t r a s  p e q u e n a s ,  i  n f e r i  o r e s  a 100  
g . Los u n ic o s  m étodos d i s p o n i b l e s  e s t a n  b a s a d o s  en e l  us a  de 
a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s ,  l o  que p l a n t e a  dos p r o b le m a s  
a d i  c i  o n a le s :
po r  un 1 a d o ,  se  ha c e  n e c e s a r i o  com probar  l a  p r e s e n c i a  de 
c a d a  una de l a s  e n t e r o t o x  i na s  d i  f e r e n t e s  en e l  a l i m e n t e ,  y 
adem és, como ya ha s i  do a d v e r t i d o  en o t r o .  a p a r t a d o ,
-  t o d a v i a  e x i s t e n  e n t e r o t o x i n a s  p o r  i d e n t i f  i  c a r , aunque se  
pueda a s e g u r a r  su p r e s e n c i a  en a l i m e n t e s ,  y d e t e r m i n e r  su 
i n t e r v e n c i  dn en b r o t e s  de i n to x  i c a c i on es .
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A . 5 . 1 .  METODOS BIOLOGICOS
Los m étodos b i o l i f g i c o s  que se  han u t i  1 i z a d o  h a s t a  l a  -fecha  
i n c l u y e n  l a  ad m in i s t r a c i d n  de l a  m u e s t r a  s o s p e c h o s a  a 
v o l u n t a r i e s  humanos, l a  i n o c u l a c i d n  i n t r a v e n o s a  a g a t o s  con  
■ f i l t r a d o s  de c u l t i v e s  en l o s  que l o s  c o m p u es to s  no  
e n t e r o t d x  i  c o s  se  h a b ia n  v u e l t o  in d c u o s  y l a  admi n i  s t r a c i  dn de  
l i q u i d e s  s o b r e n a d a n t e s  de c u l t i v e s  p o r  v i a  o r a l  a monos 
j d v e n e s .  Todos  e s t o s  m éto dos  e s t â n  a c t u a l m e n te  d e s a c r e d i t a d o s  
aunque en a lg u n o s  l a b o r a t o r i e s  se  haga  uso d e  l a  p r u e b a  d e l  
g a t e  ( " k i t t e n  t e s t " )  y p a r a  l a  d e t e c c i d h  de e n t e r o t o x i n a s  adn  
no i d e n t i f i c a d a s  s e a  l a  p r u e b a  d e l  mono l a  de e l e c c i d n .
E l  k i t t e n  t e s t  (DACK, 1 9 4 9 ,  c i t a d o  p o r  SURGALLA e t  a l . , 19 53 )  
p r é s e n t a  una s e r i e  de i n c o n v e n i e n t e s :  p o r  una p a r t e  e x i g e
muchos c o n t r o l  es  n e g a t i v e s  y , p o r  o t r a ,  es  i m p r e s c i n d i b l e  l a  
i n c c t i v a c i d n  de s u s t a n c i a s  que p ro v o q u e n  e m e s is  de  fo rm a  
i r e s p e c f f i c a .  D e b id o  a ë s t o ,  a lg u n o s  i n v e s t i g a d o r e s  (SURGALLA 
e t  a l . ,  1 9 53 ;  5UGIYAMA e t  a l . , 1 9 62 )  p r o p u s i  e r o n  l a
a d m i n i s t r a c i d n  de e x t r a c t o s  de c u l t i v o  a monos ( Ma c acc^
m y i g t t a  ) medi a n t e  una sonda i n t r a g é s t r i c a ,  c o n s i  d e ra n d o
p o s i t i v a  l a  p r u e b a  cuando d e s e n c a d e n a b a  e l  v d m i t o  en e l  
a n i m a l .  L a s  p r u e b a s  b i o l d g i c a s  s ie m p r e  p r e s e n t a n  l o s  
i n c o n v e n i e n t e s  de l a  b a j a  s e n s i b i l i d a d  y l a  r e s i  s t e n c i a
i n d i v i d u a l  a c i e r t o s  a s p e c t o s  de l a  i n t o x i c a c i t f n ;  adem âs,  
d e b id o  a l a  c r e a c i d n  de r e s i  s t e n c i  as se  h a c e  n e c e s a r i  o
u t i l i z a r  a n im a le s  no t r a t a d o s  a n t e r i  o r m e n t e ,  con l o s  g a s t o s  e
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i  n c o n v e n i  e n t e s  que é s t o  r e p r e s e n t s .  BERGDOLL ( 1 9 6 6 )  apunto"'  
q u e ,  a p e s a r  de e l l o ,  l o s  monos que se  h a b fa n  m o s t ra d o  
r e s i  s t e n t e s  f r e n t e  a una e n t e r o t o x i n a  no t e n i a n  p o r  que s e r l o  
t a m b ié n  t r e n t e  a o t r a s  que - fueran  i  nmunol d g i  c a m e n te  
d i  f e r e n t e s ;  de h e c h o ,  é s t o  f u e  l o  que s u g i r i d  en un p r i n c i p i o  
l a  p o s i b l e  ex i  s t e n c i  a de e n t e r o t o x i n a s  de d i s t i n t o s  t i p o s .
O t r o s  m éto dos  b i o l 6 g i c o s  que se  han d e s c r i  t o  han s i  do l a  
a d i  c i  dn de e n t e r o t o x i n a s  a l  m ed io  n u t r i c i o  de  n e m a to d o s  
(CHANG y HALL, 1 9 6 3 ) ,  no o b s e r v é n d o s e  e f e c t o s  e n t r e  10 y 1000  
jj ig /ml y l a  admi n i  s t r a c i  dn a r a n a s  (ROBINTON, 1 9 49 )  .
A . 5 . 2 .  METODOS INMUNOLOGICOS
Dados l o s  p r o b le m a s  e x p u e s to s  en e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r  con  
r e s p e c t o  a l  d i a g n d s t i c o  b i o l d g i c o  " i n  v i v o " ,  l a  m e t o d o l o g f a  
a c t u a l  p ro m u lg a  e l  uso de t é c n i c a s  s e r o l d g i  ca s  p a r a  l a  
d e t e c c i d n  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i l o c d c i c a s .  E s t o s  m éto dos  
p r e s e n t a n  e l  i n c o n v e n i e n t e  de e s t a r  ba s a d o s  en l a  r e a c c i 6 n  
e s p e c f f i  ca  a n t i g e n o - a n t i  c u e r p o , p o r  l o  que a q u e l 1 as
e n t e r o t o x i n a s  aun no i d e n t i f i c a d a s  y p a r a  l a s  c u a l e s  no  
e x i s t e n  a n t i  s u e r o s  e s p e c i f i c o s  no pueden s e r  d e t e c t a d a s .  
Ademés, se ha de c o n s i  d e r a r  l a  d i f  i  c u l t a d  que p l a n t e a  l a  
o b t e n c id n  de r é a c t i v e s  en p u r e z a ,  a s i  como l a  p o s i b i l i d a d  de  
r e a c c i  o n es  i n e s p e c i f i c a s .  No o b s t a n t e , sus v e n t a j a s  son muy 
m a rc a d a s ,  y se t i e n d e  a o p t i m i z e r  l a s  t é c n i c a s  de fo rm a  que
Tabla 14: Distintas técnicas de inmunodifusion en gel utilizadas
por los diversos autores con indicaciôn del limite 
de detecciôn y de la duraciôn de la prueba.
Técnica
limite de 
detecciôn 
pg/ml Duraciôn
EET
detectada ARo Autores
sencilla en tubo 1.0
1-7 d ABC 1959 BERGDOLL et al.
1963 HALL et al.
AB 1963 SILVERMAN
1965 HALL et al.
1965 SCHANTZ et al.
B 1966 WEIRETHER et al.
1970 WEISS y ROBBINS
sencilla en plaça 1 d AE 1980 MEYER y PALMIERI
doble en tubo 1-2 10-24 h ABC 1971 FUNG y WAGNER
0.1 10-24 h ABCE 1973 FUNG
1.0 1 h ABD 1971 GANDHI y RICHARDE
Inmunodifus!6n
doble en plaça 0.1-10 7 d AB 1965 HALL et al.
0.5 18-30 d ABCDE 1974 ROBBINS et al.
0.1-0.01 3 d 1976 BENNETT y McCLURE
1969 CASMAN et al.
1971 SIMKOVIKOVA y GILI
0.3 ABC 1980 PETRAS
0.6 D 1980 PETRAS
1964 CASMAN y BENNETT
1968 ZEHREN y ZEHREN
Electroforesis 1 2 d B 1971 BAIER (PAGE)
0.1 10-18 h AB 1973 GASPER et al.
1975 SOMMERFELD y TERPl
Inmunoelectroforesie
inversa 1 5 h A 1973 KIMBLE y ANDERSON
Otros 0.1-1 2-5 h 1973 1973 GASPER et al. (LA.
0.25 4-8 h B 1979 MAJOR (LAURELL)
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s e  a n u le n  e s t o s  i n c o n v e n i e n t e s .
A . 5 . 2 . 1 .  REACCIONES DE INMUNODIFUSION EN GEL ( T a b l a  1 4 ) .
La d n i c a  r e a c c i  dh es pec  i  c a  que se  ha u t i  1 i z a d o  p a r a  
d e t e r m i  n a r  l a  e n t e r o t o x i n a  e s  l a  r e a c c i  dn con su a n t i  c u e r p o  
e s p e c f f  i  c o .  E s t o  p r é s e n t a  m j l t i p l e s  v a r i a n t e s ,  que sera 'n  e l  
o b j e t o  de l a  e x p o s i c i 6 n  que c o n t i n u a .
In m u nod i, !  us i .dn  s e n ç i l _ la  en  tu b o :  B asand ose  en e l  m étodo
d e s c r i  t o  p o r  O u d in ,  BERGDOLL e t  a l .  (1 9 5 9 )  p u b l i  c a r o n  
una t é c n i c a  en l a  c u a l  se  r e g i s t r a b a  l a  v e l o c i d a d  de  
m i g r a c id n  de  l a  b and a  de p r e c i p i  t a d o  fo rm a d a  p o r  l a
r e a c c i  dn a n t i g e n o - a n t i c u e r p o .  En e s t a  t é c n i c a ,  y como 
f u e  p u e s t o  de mani f  i  e s t o  p o r  HALL e t  a l .  (1 9 6 5 )  
r e p e r c u t e n  de fo r m a  muy m arc ada  l a  t e m p e r a t u r a  de  
i n c u b a c i d n ,  e l  tam ano d e l  t u b o ,  e l  t i e m p o  de i  n c u b a c i  dn 
y l a  f u e r z a  i  dn i  c a d e l  d i 1u y e n t e .
En 1 9 7 1 ,  GANDHI y RICHARDSON ( 1 9 7 1 )  d e s c r i b i e r o n  una
m i c r o t é c n i c a  de d i f u s i d n  s e n c i l l a ,  de  a c u e r d o  con l a
c u a l  se  p o d i a  d e t e c t a r  1 pg  de e n t e r o t o x i n a  p o r  e l  
d é s a r r o i  1 o de  una 1 l 'nea de p r e c i p i  t a d o  en e l  a g a r  
i n t r o d u c i d o  en un c a p i l a r .  Segdn e s t o s  a u t o r e s  aunaba  
1 as c a r a c t e r 1s t i c a s  de v e l o c i d a d  ( l a  l e c t u r a  se p o d ia
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s u g a r e n c i  a f u e  l i g e r a m e n t e  m o d i f i c a d a  p o r  FUNG y WAGNER
( 1 9 7 1 )  u t i l i z a n d o  p i p e t a s  c a p i l a r e s  p a r a  su  e j e c u c i d n ,  
aunque l a  s e n s i b i l i d a d  p o r  e l l o s  o b t e n i d a  f u e  de 1 a 2  
j j g / m l .
Inmuno d i  f u s i  on se n c i l l a  en p l a ç a i E s t a  t é c n i c a  s e  debe  a MEYER
y PALMIERI (1 9 8 0 )  q u ie n e s  l a  u t i 1 i z a r o n  con é x i t o  p a r a  
d e t e c t a r  c e p a s  e n t e r o t o x i g é n i  c a s , au n q u e  s o s t i e n e n  que  
ta m b ié n  es  a d e c u a d a  p a r a  l a  d e t e c c i ô n  de  e n t e r o t o x i n a s  
p r é s e n t e s  en l o s  a l i m e n t o s .  Se b a s a  en l a  a d i c i d n  de  
a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  a l  a g a r , d i s p e n s é n d o l o  en una  
p l a ç a .  A c o n t i n u a c i d n  se  p r a c t i can p o c i l l o s  en l o s  que  
se d e p o s i  t a n  l o s  e x t r a c t o s .  T r a n s c u r r i  do c i e r t o  t ie m p o  
de in c u b a c i d n  se  pueden a p r e c i a r  a n i l l o s  de 
p r e c i p i t a c i d h  c o n c é n t r i c o s  con e l  p o c i l l o ,  e l  d i é m e t r o  
de l o s  c u a l e s  d e p en d e  de l a  c o n c e n t r a c i d n  de  
e n t e r o t o x i n a .  E s t a  t é c n i c a  s u f r e  e l  i n c o n v é n i e n t s  de l a  
g r a n  c a n t i d a d  de a n t i c u e r p o s  que se  r e q u i e r e n .
I nmunodi f  u s i  on  dgbl_g en  t u bo: E s t a  t é c n i c a  f u s  d é s a r r o i  1 ada
p o r  vcz  p r i m e r a  p o r  O a k le y  y a d a p t a d a  a l a  d e t e c c i d n  de 
e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i 1o c o c i c a s  p o r  HALL e t  a l .  ( 1 9 6 5 ) .  
En e s t a  p r u e b a  e l  a n t i g e n o  se  d i f u n d e  v e r t i c a l  m ente  
h a c i a  a b a j o  h a c i a  un e s t r a t o  de a g a r  ta m p o n a d o , a l a  
vez que l o s  a n t i c u e r p o s  d i s u e l t o s  en a g a r  d i f u n d e n  
v e r t 1 c a l  m ente  h a c i  a a r r i b a ,  fo rm é n d o s e  una i T n e a  de
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p r e c i  p i  t a d o  donde 1 as  c o n c e n t r a c i o n e s  de uno y o t r o  
se an  e q u i v a l a n t e s .
Inmunodi f u s i  dn do b l e  en p la ç a ;  La  i  nmunodi f u s i  6n d o b le  p e r m i t e  
p a r  una p a r t e  l a  s e p a r a c i d n  de  s i  s te m a s  m u l t i p l e s  en
sus co m p on entes  i n d i v i d u a l  e s ,  y ,  p a r  o t r a ,  l a  
c o m p a r a c iâ n  de dos a n t i g e n o s  o a n t i c u e r p o s  p a r a  
e s t a b l e c e r  su i d e n t i d a d  t o t a l ,  p a r c i a l  o n u l  a (CASMAN, 
1 9 5 8 ) .  E s t a  p r é s e n t a  dos v a r i a n t e s ,  m acrom étodo y 
m ic r o m é to d o .  E l  p r i m e r a  f u e  d e s a r r o l l a d o  p o r  ROBBINS e t  
a l .  ( 1 9 7 4 ) ,  b a s à n d o s e  en l o s  p r i  n c i  p i  os e s t a b l e c i d o s  
p o r  W a d s w o r th , y r e c i b e  e l  nombre de “op tim um  
s e n s i t i v i t y  p l a t e "  ( d o b le  d i f u s i d n  en g e l  con una
s e n s i b i l i d a d  o p t i m a ) .  Segun e s t a  t é c n i c a ,  se  p r a c t i  can  
s i e t e  p o c i l l o s  de dos d i  é m e tr o s  d i  f e r e n t e s  en e l  a g a r
d i s p u e s t o  en una p l a ç a ,  1 1 e n d h d o lo s  de  l o s  r e a c t i v o s :  
m u e s t r a  p r o b le m s ,  e n t e r o t o x i n a  y a n t i s u e r o  e s p e c i f i c o .  
T r a s  d e j a r  i n c u b a r  d u r a n t e  a lg u n  t i e m p o  en a t m é s f e r a  de  
humedad se  o b s e r v a n  l a s  i f n e a s  de p r e c i  p i  t a d o  a l  1 f  
donde e l  a n t f g e n o  y e l  a n t i c u e r p o  se  e n f r e n t e n  ( v e r
B . C " . 6 . b .  ) .
CASMAN y BENNETT ( 1 9 6 5 )  p r o p u s i e r o n  un m étodo  
m i n i a t u r i z a d o  con una s e n s i b i l i d a d  p o t e n c i  a l  de 0 . 1  
p g / m l , aunque se a  d i f f c i l  en l a  p r é c t i c a  a l c a n z a r  e s t e  
l i m i t e .  A f i n  de d e t e c t a r  0 . 1  ô 0 . 2  pg en 100 ml de
a l i  m ento hay que s e g u i r  un p r o c e s o  l a r g o  y l a b o r i o s o
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c o n s i s t e n t e  en l a  p u r i f i c a c i ôn y en l a  c o n c e n t r a c i  dn de  
l a  m u e s t r a ,  que r e q u i e r e  v a r i  os d f a s  p a r a  r e d u c i r  su 
vo lum en a 0 . 1 - 0 . 2  m l .
Muchos i n v e s t i  g a d o r e s  han i  n t e n t a d o  m o d i-f i  c a r  e s t e  
método a f i n  de a c o r t a r  e l  t i e m p o  n e c e s a r i  o p a r a  
o b t e n e r  r e s u l t a d o s  y  p a r a  h a c e r l o  i g u a l m e n t e  s e n s i b l e  a 
t o d o s  l o s  t i p o s  de a l i m e n t o .  REISER e t  a l .  ( 1 9 7 4 )  
v a r i a r o n  e l  m éto do  de  fo r m a  que se  p u d i e r a  r e a l i z a r  l a  
l e c t u r a  a p a r t i r  d e l  t e r c e r  d ( a .  Lo s  c a m b io s  
p r i n c i p a l e s  f u e r o n ;
1.  S u s t i t u c i d n  de l a  r é s i n a  de i n t e r c a m b i o  i é n i c o  
CG-50 u t i l i z a d a  p o r  HALL e t  a l .  ( 1 9 6 5 )  p o r  
c a r b o x i m e t i l  c e l u i  o s a .  La e n t e r o t o x i n a  se  a d s o r b f a  
d i r e c t a m e n t e  a p a r t i r  d e l  e x t r a c t o  p a r c i  a l  m ente  
t r a t a d o ,  e l i m i n a n d o  l a  n e c e s i  dad de c o n c e n t r e r  
d u r a n t e  18 h con C a r b o w a x .
2 .  Se a n a d i a  t r i p s i n a  p a r a  d i g e r i r  p a r c i a l m e n t e  l a s  
c o n t a m in a c i o n e s  p r o t e i c a s  que p u d i e r a n  i n t e r f e r i r  
en e l  m éto do  d e l  m i c r o p o r t a .
3 .  Los m i c r o p o r t a s  se  in c u b a n  a 3 7 C ,  l o  que p e r m i t e  
l a  l e c t u r a  a l  d f a  s i  g u i  e n t e .
A . 5 . 2 . 2 .  HEMAGLUTINACION Y TECNICAS AFINES ( T a b l a  15)
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La h e m a g l y t i n a g i é n  g a g i v a  lOYSCSa (RPHA) f u e  d é s a r r o i  1 ada
p o r  SILVERMAN e t  a l .  ( 1 9 6 8 ) .  E s t e  método se  ba sa  en l a  
a d s o r c i 6 n  de l o s  a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  a e r i t r o c i t o s  
de o v e j a  t r a t a d o s  con é c i d o  t é n i c o ,  s e g u id o  de l a  
a g l u t i n a c i é n  p o r  l a s  e n t e r o t o x i n a s  de 1 as  c é l u l a s  a s f  
s e n s i  b i  1 i  z a d a s .  Segi ln l o s  a u t o r e s ,  e l  i f m i t e  de  
d e t e c c i ô n  d e l  m éto d o  e s  t a l  , ( 1 . 5  ng e n t e r o t o x  i n a / m l ) 
que s e  d e b e r i a  p o d e r  d e t e c t a r  e l  é q u i v a l e n t e  a 0 .  1 p g  
de  e n t e r o t o x i n a  p o r  c a d a  100 g de a l i  m ento en un 
e x t r a c t o  de vo lu m en  p o r  p e so  (e s  d e c i r , 10 ml o b t e n i  dos  
p o r  c a d a  10 g de p e s o  i n i c i a l e s )  s i n  c o n c e n t r a c i ô n . E l  
t i e m p o  r e q u e r i d o  p a r a  o b t e n e r  s e n s i b i l i d a d  y 1o g r a r  
r e s u l t a d o s  es  de 1 ô 2 d f a s  (REISER e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .
M is  r e c i e n t e m e n t e ,  YAMADA e t  a l .  (Y AMADA e t  a l . ,  19 77 )  
p u s i e r o n  a p u n t o  una t é c n i c a  m e jo r a d a  de
h e m a g l u t i n a c i ô n  p a s i v a  i n v e r s a ,  u t i 1 i z a n d o  e r i t r o c i t o s  
de o v e j a  f o r m a i i n i z a d o s  y s e n s i b i 1 i z a d o s  con  
i n m u n o g l o b u l i n a s  a n t i - e n t e r o t o x i n a s  A, B , C, D y E 
o b t e n i  d a s  en c o n e j o .  Segôn l o s  m ism os, l a  m e jo r a  de l a  
t é c n i c a  v e n f a  e s t a b l e c i d a  p o r  una mayor e s p e c i f i c i d a d  y 
r e a c t i  v i  d a d , no o b s e r v é n d o s e  n i n g u n a  r c a c c i ô n  " f a l  so  
p o s i t i v o "  con i  n g r e d i  e n t e s  a l i m e n t a r i  o s ,  n i  r e a c c i  ones  
c r u z a d a s  e n t r e  l o s  t i p o s  de e n t e r o t o x i n a s .  I n d i c a r o n  
que l a  c a n t i d a d  m fn im a  de e n t e r o t o x i n a  d e t e c t a b l e  e r a  
de 0 . 0 1  > jg /g  s i  n c o n c e n t r e r ,  y que l a  r e c u p e r a c i  ôn de  
t o x i n a s  a n a d i  d a s  de  fo r m a  e x p e r i m e n t a l  e r a  d e l  80%. Las  
m u e s t r a s  p o d f a n  s e r  p r o c e s a d a s  en 3 h t r a s  l a  r e c e p c i ô n
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de  l o s  e s p e c fm e n e s .
Lo s  i  n c o n v e n i  e n t e s  de e s t a  t é c n i c a  - fueron  p u e s t o s  de  
mani f i e s t o  p o r  BERGDOLL e t  a l .  (1 9 7 6 )  y se  c i  f r a n  en 
que l o s  a n t i c u e r p o s  de a lg u n o s  p r e p a r a d o s  s é r i c o s ,  en 
e s p e c i a l  a q u é l l o s  que i m p l i  c a b an  EEA, no se a d s o r b i a n  o 
c o n ju g a b a n  a d e c u a d a m e n te  a l o s  e r i t r o c i t o s ;  a s i  mismo,  
se  p r o d u c i  a una a g i u t i  n a c i ô n  no e s p e c f f i c a  de d i  c h a s  
c é l u l a s  t r a t a d a s  p o r  l o s  e x t r a c t o s  a l i m e n t a r i o s ,  
p r i n c i p a l m e n t e  l o s  de o r i g e n  c é r n i c o .
O t r a  v e r s i ô n  de e s t a  misma t é c n i c a  es  a q u é l l a  que u t i l i z a  
p a r t i  c u l  as  de 1 i t e x  en l u g a r  de e r i t r o c i t o s  (SALOMON y 
TEW, 19 6 8 ;  BARBUTI,  1 9 6 9 ) ,  p e r o  en o c a s i  ones l o s  
a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  f r e n t e  a 1 as  d i s t i n t a s  
e n t e r o t o x i n a s  e s t é n  c o n ta m i  nados con o t r o s  que  
prom ueven l a  a g i  u t i  n a c iô n  es p o n té in ea  de l a s  p a r t ^ c u l  as  
de l ô t e x  (BLOBEL y SCHLIESSER, 1 9 8 0 ) .
La  t é c n i c a  de l a  i n h i b i c i ô n  de l a  h e m a g lu t i  n a c iô n  f u e  
p r e c o n i z a d a  p o r  JOHNSON e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  q u ie n e s  
c o n ju g a r o n  EEB a e r i t r o c i t o s  de d v e j a  (SRBC) medi a n t e  
b e n c i d i n a  b i - d i a z o t i z a d a ,  s e n a la n d o  que l a  s e n s i b i l i d a d  
d e l  m étodo e r a  i g u a l  o s u p e r i o r  a l  d e l  m i c r o p o r t a  ( û . 1 
p g / m l ) ,  aunque r e q u i r e  c i e r t a  p r é c t i c a  p a r a  su 
i  n t e r p r e t a c i  ôn .  C a s i  a l  mismo t i e m p o ,  MORSE y MAH
( 1 9 6 7 ) ,  d e s c r i b i e r o n  l a  misma t é c n i c a ,  s ô l o  que e l 1 os
u t i 1 i z a r o n  é c i d o  t ô n i c o  p a r a  c o n ju g a r  l a  EEB a l o s
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e r i t r o c x t o s .
A . 5 . 2 . 3 .  TECNICAS CON REACTIVOS MARCADOS
La s t é c n i c a s  que u t  i 1 i  z an a lg u n o  de l o s  r e a c t i v o s  m a rc a d o s ,  
b i e n  e l  a n t i g e n o  o b i e n  e l  a n t i c u e r p o , e s t a n  e x p e r im e n t a n d o  
una g r a n  p r o m o c iô n  en l o s  u l t i m o s  a n o s , p r i n c i p a l m e n t e  en  
b a s e  a su e s p e c i  f i  c i  dad y s e n s i b i l i d a d ,  g o z a n d o  de  un 
c a r é c t e r  de o b j e t i v i  dad muy c o n v e n i  e n t e  cu an d o  s a  r e q u i e r e  
p r o c e s a r  m u l t i p l e s  m u e s t r a s .
A . 5 . 2 . 3 . a .  INMUNOFLUORESCENCIA
H a c i  endo uso de i n m u n o f l u o r e s c e n c i a  d i  r e c t a  FRIEDMAN y WHITE  
(1 9 6 5 )  d e t e c t a r o n  l a  p r e s e n c i  a  de  e n t e r o t o x i n a  B en l a  
s u p e r f i c i e  de  l o s  e s t a f i l o c o c o s  de l a  c e p a  S 6 ,  d e m o s t r a n d o  
a s f  que e s t a  t é c n i c a  e r a  v é l i d a  a l  menos p a r a  d e t e r m i n a r  qué  
c e p a s  e r a n  e n t e r o t o x  i  g é n i  c a s .  P o s t e r i  o r m e n t e , PL ISZK A y 
WINDYGA (1 9 7 2 )  p r o b a r o n  que t a m b ié n  e r a  a d e c u a d a  p a r a  
d e t e c t a r  e s t a  misma e n t e r o t o x i n a  en l e c h e  humana y de  v a c a ,  
a s i  como en q u e s o .  Segifn d i c h o s  a u t o r e s ,  l a  s e n s i b i l i d a d  e r a  
s u p e r i o r  a l a  o b t e n i  da con l a  t é c n i c a  de mi c r o p r e c i p i  t a c i  ôn 
en g e l .
A , 5 . 2 . 3 . b .  RADIO IMMUNQ A N A L IS IS  ( T a b l a  16)
En l a  b i  b l i  o g r a f  f  a , v a n  os 1 a b o r a t o r i  os han p r e c o n i  z ado e l
Tabla 16: Limite de detecciôn obtenido por los diversos autores
mediante la técnica del radioinmunoanàlisis.
limite de 
detecciôn
EET
detectada ARo Autores
1-5 ng/ml B 1971 JOHNSON et al.
10 ng/ml B 1972 COLLINS et al.
10 ng/ml A 1973 COLLINS et al.
1.25 ng/ml A 1973 PARK et al.
100 pg "2
1975 ROBERN et al.
1-10 ng C 1975 BUKOVIC y JOHNSON
100 pg AB 1978 ROBERN y GLEESON
1 ng/ml AC 1977 ORTH
200 pg
2-5 ng/ml
A 1977 LINDROTH y NISKANEN
1.2-6.3 ng/g B 1978 NIYOMVIT et al.
< 1 ng/g AD 1978 MILLER et al.
0.1 ng/g A 1980 ARESON et al.
0.3 ng/ml A 1982 DICKIE y AKHTAR
- 7 5 -
uso d e l  R IA  como m étodo de e l e c c i ô n  p a r a  l a  d e t e c c i ô n  y 
a n é l i s i s  de  e n t e r o t o x i n a  en s o b r e n a d a n t e s  de c u l t i v o s  y en 
l o s  e x t r a c t o s  a l i m e n t a r i o s  (JOHNSON e t  a l . ,  19 7 1 ;  COLLINS e t  
a l . ,  1 9 72 ;  COLLINS e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  D IC K IE  e t  a l . ,  1 9 73 ;  JOHNSON 
e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  B r e v e m e n t e ,  en e l  R IA  un a n t i g e n o  en una  
m u e s t r a  p r o b le m a  e s t é  compi t i  endo p o r  l o s  a n t i c u e r p o s  
e s p e c i f i c o s  co n  una c a n t i d a d  d e t e r m i n a d a  d e l  mismo a n t f g e n o  
m arcado  con a l g u n  i s ô t o p o  r a d i a c t i v o  (BERGDOLL y R EISER ,  
1 9 8 0 ) ;  de  e s t e  modo y p o r  d i  f e r e n c i  a pu ed e  e s t a b l e c e r s e  no  
s ô l o  l a  e x i  s t e n c i  a de  una r e a c c i  ôn de i d e n t i d a d ,  s i n o  ta m b ié n
I
se  puede  d e t e r m i n e r  l a  c a n t i d a d  d e l  a n t i g e n o  p ro b le m a
p r é s e n t e  en 1 a m u e s t r a .
E l  p r o c e d i  mi e n t o  g e n e r a l  c o n s i s t e  en a d s o r b e r  l o s  a n t i c u e r p o s  
e s p e c i f i c o s  a l a  s u p e r f i c i e  i n t e r n a  de t u b os de p l é s t i c o  
(JOHNSON e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  D IC K IE  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  JOHNSON e t  a l . ,  
1 9 7 3 ;  BUKOVIC y JOHNSON, 1 9 7 5 ;  BUKOVIC e t  a l . . ,  19 75 ;  ORTH, 
1 9 7 7 ;  D IC K IE  y AKHTAR, 19 8 2 )  o c o n j u g a r l o  a b r o m o a c e t i l  
c e l u i  osa (C OLLINS e t  a l . ,  1 9 72 ;  COLLINS e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  O t r a  
v a r i a n t e  p r e c o n i  z a  e l  uso de c é l u l a s  de S . aur e u s
c o n t e n i e n d o  p r o t e i n a  A (M ILLER e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  ARESON e t  a l . ,
1 9 8 0 ) .  La  e n t e r o t o x i n a  p r o b le m a  puede  a n a d i r s e  a l o s  t u b o s  
que c o n t i e n e n  l o s  a n t i c u e r p o s  a n t e s  de l a  a d i c i ô n  de l a  
e n t e r o t o x i n a  m a rc a d a  (JOHNSON e t  a l . ,  1 9 71 ;  D IC K IE  y AKHTAR, 
1 9 8 2 )  o m e z c l a r s e  con e s t a  ô l t i  ma y aMadi r s e  a l a  vez (D IC K IE
e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  T r a s  un p e r i  odo de i  n c u b a c i  ôn més o menos
l a r g o ,  se  p r o c é d é  a r e t  i r a r  l a  e n t e r o t o x i n a  y se  d é t e r m i n a  l a
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m u e s tra  p r o b le m a  se c a l c u l a  a p a r t i r  de l a  i n h i b i c i ô n  de l a  
r e a c c i ô n  con l a  e n t e r o t o x  i  na m a rc a d a .
ROBERN e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  p u b l i  c a ro n  o t r a  m o d i f i c a c i o n  de  l a  
t é c n i c a ,  d e n o m in é n d o la  d e l  " d o b le  a n t i  c u e r p o " , (LINDROTH y 
NISKANEN, 19 77 ;  ROBERN e t  a l . ,  1 9 7 8 )  p o r  l a  c u a l  se  a d i c i o n a n  
l o s  a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  de l a  e n t e r o t o x i n a  a d e t e c t a r  a 
una m e z c la  de m u e s t r a  p r o b le m a  y e n t e r o t o x i n a  m a rc a d a ,  p a r a  
a n a d i r  a c o n t i n u a c i ô n  i n m u n o g lo b u l i  n a s  a n t i - e s p e c i e  
a d s o r b i  da s  a una f a s e  s ô l i d a ,  o p r e c i  p i  t a d a s  p o r  p o l i e t i l e n  
g l i c o l  (ROBERN y GLEESON, 1 9 7 8 ) .
N IYOMVIT  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  p r o p u s i e r o n  un m étodo de
r a d i  o i  mmunoensayo de a f  i n i d a d , p o r  e l  c u a l  c o p u la b a n  de  fo rm a  
c o v a l e n t e  l o s  a n t i c u e r p o s  e s p e c f f  i  cos a S e p h a r o s a  4 B ,
medi a n t e  b r o m o c i a n u r o , i n t r o d u c i ô n d o l o s  en una co lum ns a 
t r a v é s  de l a  c u a l  se  h a c i  a p a s a r  l a  s o l u c i ô n  con  
e n t e r o t o x i n a s  p r o b le m a  y l a  m arcada  m e z c la d a s .  T r a s  
d e t e r m i n e r  l a  r a d i a c t i v i  dad d e l  e l u y e n t e  se  p o d f a  c a l c u l e r  l a  
c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  p r o b le m a  c a p t a d a  p o r  l o s
a n t i c u e r p o s .  La s e n s i b i l i d a d  de l a  t é c n i c a  e r a  s i m i l a r  a l a  
de l o s  demés r a d io in m u n o e n s a y o s ,  pu d i  é h d o se  d e t e c t a r  
e n t e r o t o x i n a s  ta m b ié n  a p a r t i r  de  e x t r a c t o s  a l i m e n t a r i o s .  La  
v e n t a j a  de e s t e  m étodo r a d i c a b a  en una mayor v e l o c i d a d  de  
a n é l i s i s ,  p u d ié n d o s e  c o m p lé t e r  en dos o t r è s  h o r a s .
E l  i s é t o p o  de e l e c c i ô n  ha s i  do e l  l'^*” en un a l t t i  p o r c e n t a j e  
de o c a s i  o n e s , c o n ju g é n d o s e  con 1 as  e n t e r o t o x i n a s  g e n e r a l  m ente
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m e d ia n t e  c l o r a m i n a  T (KAUFFMAN y JOHNSON, 1 9 7 5 ;  NISKANEN y 
LINDROTH, 1 9 7 6 ) ,  1a c t o p e r o x i d a s a  (ROBERN e t  a l . ,  1975 ;  ORTH,
1977 )  o io d o  g a s e o s o  (COLLINS e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .
L a s  v a r i a c i o n e s  en c u a n t o  a l  l i m i t e  d e  d e t e c c i ô n  d e l  R IA  son  
m u l t i p l e s :  JOHNSON e t  a l . ( 1 9 7 3 )  i n d i c a r o n  h a b e r  o b t e n i  do una
s e n s i b i l i d a d  de  1 a 10 ng de t o x i n a  p o r  gram o de a l i m e n t e ,  
s ie n d o  1 as  i n h i b i c i o n e s  i n e s p e c i f i c a s  i  n f e r i  o r e s  a l  15%. 
BENNETT e t  a l . ( 1 9 7 3 )  a l  c o m p a r e r  e l  m éto do  d e l  m i c r o p o r t a
con e l  R IA  p u d i e r o n  d e t e c t a r  5 a 10 n g ,  s i  b i e n  u t i l i z a r o n  
dos vo lu m e n e s  de e x t r a c t o  p o r  uno de p e so  d e l  a l i m e n t o .  PARK 
e t  a l . ( 1 9 7 3 )  d e t e c t a r o n  1 . 5  n g / g  aunque  e s t o s  i n v e s t i g a d o r e s
han s u g e r i d o  que es  n e c e s a r i o  c i e r t o  g r a d o  de  t r a t a m i e n t o  de  
a lg u n o s  e x t r a c t o s  a l i m e n t a r i o s  p a r a  e v i t a r  i n t e r f e r e n c i a s .
En r e s u m e n ,  e l  R IA  e s  un m étodo muy p r o m e t e d o r  p a r a  l a  
d e t e c c i ô n  de e n t e r o t o x i n a s ,  s i  b i e n  l a s  1 im i  t a c i  ones  
p r i n c i p a l e s  s o n ,  e n t r e  o t r a s ,  n e c e s id a d  de  h a c e r  uso  de  
e n t e r o t o x i n a s  p u r i f i c a d a s  ( a l  menos con un 90% de p u r e z a )  y 
que e x i s t e n  c i e r t a s  d i f i  c u l t a d e s  p a r a  e l  m a n e jo  de i s d t o p o s  
r a d i a c t i V O S .  O t r a s  d e s v e n t a j a s  con l a s  que se  d e b e  c o n t a r ,  es  
que l a  v i d a  m e d ia  d e l  a n t f g e n o  m arc ad o  con i  odo e s  muy c o r t a ,  
p u e d i  endo s o b r e v e n i r  l a  a g r e g a c i 6 n  de l a  p r o t e f n a  m a rc a d a  y 
l a  p ë r d i d a  de l a  i  n m u n o r r e a c t i  v i  d a d .
Por  o t r a  p a r t e ,  goza  de  l a s  v e n t a j a s  de r e a l i  z a r s e  l a  
e x t r a c c i ô h  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  a p a r t i r  de  l o s  a l i m e n t o s  p o r  
un p r o c e d i  mi e n t o  s e n c i l l o  y r e q u e r i r s e  una c a n t i d a d  pe q u en a
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de a l i  m en to .  I g u a l m e n t e , l a s  r e a c c i  o n e s  c r u z a d a s  con  
e n t e r o t o x  i  na s  h e t e r o l ô g a s  no i n t e r f i e r e n  con l a  e s p e c i f i c i d a d  
(JOHNSON e t  a l . ,  1 9 7 1 ) ,  y e l  t e s t  co m b ina  1 as  C a r a c t e r i * s t i c a s  
de s e n s i b i l i d a d  y de o b j e t i  v i d a d .
J ^ . 5 . 2 . 3 . c . METODO E L IS A _ ( T a b la  17)
La s  t é c n i c a s  i  nmunoenz i  m é t i  c a s  se  han u t i l i z a d o  en l o s
u l t i m o s  anos con g r a n  f r e c u e n c i  a p a r a  l a  d e t e c c i ô n  de
p r o t e f n a s .  Los p r i n c i p i o s  son l o s  mismos que 1 os d e l  R IA  
s u s t i t u y e n d o  e l  i s ô t o p o  r a d i a c t i v o  p o r  un e n z im a .
Los p r i m e r o s  en e m p le a r  l a  t é c n i c a  EL ISA p a r a  l a  d e t e c c i ô n  de  
e n t e r o t o x  i  nas e s t a f i 1 o c 6 c i c a s  f u e r o n  SAUNDERS y CLINARD
(1 9 7 6 )  y SAUNDERS y BARTLETT ( 1 9 7 7 ) .  En 1977  SIMON y TERPLAN
(1 9 7 7 )  d e s c r i b i e r o n  un s is t e m a  c o m p e t i t i v e  p a r a  l a  EEB cu ya  
s e n s i b i l i d a d  o s c i l a b a  e n t r e  1 y 0 . 1  n g / m l ,  s e g u id o s  en es e  
mismo ano p o r  FEY y ST IFFLE R ( 1 9 7 7 ) .  STIFFLER-ROSENBERG y FEY
(1 9 7 8 )  p r o p u s i e r o n  l a  v a r i a n t e  de " p r u e b a  de l a s  t r è s  b o l  as"  
u t i 1 i zan d o  bo l  as  de p o l i  e s t i r e n o  que e r a n  r e c u b i  e r t a s  p o r  e l  
r e a c t i v o ,  c o n c r e t a m e n t e  a n t i c u e r p o s  e s p e c f f i  c o s ,  con una
s e n s i b i l i d a d  de 0 . 1  ng de e n t e r o t o x i n a  A, B o C po r  m l .  A
p a r t i r  de e n to n c e s  se  s u c e d i  e r o n  l o s  in f o r m e s  de  
i n v e s t i g a d o r e s  a c e r c a  de l a  a p l i c a c i o n  d e l  e n z im o  inmuno  
e n say o  a l a  d e t e c c i ô n  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  (MÜRITA y 
WOODBURN, 19 78 ;  NQTERMANS e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  FEY e t  a l . ,  19 8 0 ;  
KAUFFMAN, 1980; KOPER e t  a l . ,  1980: KUO y SILVERMAN. 1980;
Tabla 17: Tipos de enzinusirununoensayo utilizados por los diverses
autores con indicacidn del limite de detecciôn seRalado y 
del enzima utilizado.
Tipo EIA
doble Ac
competiciôn
competiciôn
competiciôn
sandwich
competiciôn
competiciôn
sandwich
doble Ac
sandwich
sandwich
sandwich
competiciôn
doble Ac 
competiciôn 
sandwich 
competiciôn
Enzima
HRPO
HRPO
FA
HRPO
HRPO
FA
HRPO
FA
HRPO
FA
HRPO
HRPO
HRPO
HRPO
FA
FA
HRPO
FA
Fase
sôlida
b
b
t
t
t
SpA
t
P
P
Limite de 
detecciôn 
ng/ml
0.4 - 3.2
0.1
0.1
1
0.25
2
50
0.5
1
1
1
2.5
0.5
0.1
Afio
1977
1977
1978
1978
1979
1980 
1980
1980
1981 
1981
1981
1982
1982
1982
1983
1983
1984
SAUNDERS y BARTLETT 
SIMON y TERPLAN 
STIFFLER-ROSENBERG y FEY 
MORITA y WOODBURN 
NOTERMANS y KOPER 
KUO y SILVERMAN 
KAUFFMAN 
KOPER et al.
BERDAL et al. 
BUNING-PFAUE et al. 
OUDERAA y HAAS 
FREED et al.
NOTERMANS et al.
OLSVIK et al.
LENZ et al.
NOTERMANS et al.
FEY et al.
HRPO: peroxidasa de rabane picante; FA: fosfatasa alcalina; ^-am: p-amilasa; 
b: bolas; t: tubo; p: plaça; SpA: proteina A estafilocôcica;
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BERDAL e t  a l . ,  1 9 81 ;  FEY, 1 9 8 2 ;  FEY e t  a l . ,  1 9 82 ;  FREED e t  
a l . ,  1982; NOTERMANS e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  LENZ e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
L a s  d i  f e r e n t e s  m o d a l i  d a d e s  de E L IS A  que se  r e a l i z a n  son e l  
E LIS A  c o m p e t i  t i  vo  (KAUFFMAN, 1 9 7 8 ) ,  e l  " s a n d w ic h "  E LIS A  y e l  
E L IS A  d o b le  " s a n d w ic h " . To do s  e s t o s  s i  s te m a s  e x i g e n  a l  menos 
un com p on ents  muy p u r i f i c a d o  y ,  dado que e s  més f é c i l  o b t e n e r  
a n t i c u e r p o s  que a n t i g e n o  p u r o ,  s u e l e n  s e r  l o s  p r i m e r o s  l o s  de  
e l e c c i ô n .
En e l  E L IS A  c o m p e t i t i v e  (KAUFFMAN, 1 9 78 ;  STIFFLER-ROSENBERG y 
FE Y , 1978) l a  e n t e r o t o x i n a  m a rc a d a  con e l  e n z im a  co m p it e  con  
l a  t o x i n a  p r o b le m a  p o r  una c a n t i d a d  1 i m i t a d a  de a n t i c u e r p o s  
e s p e c i f i c o s .  Los a n t i c u e r p o s  l i g a d o s  a l a  e n t e r o t o x i n a  se  
s e p a r a n  de l o s  no l i g a d o s  medi a n t e  p r o t e i n a  A ,  a n a d i én d o se  a 
c o n t i  n u a c i  ôn e l  s u s t r a t o  y p r o c e d i e n d o  a d e t e r m i n e r  l a  
d e n s id a d  ô p t i c a  de l a  r e a c c i  ôn c o l o r e a d a .  La s e n s i b i l i d a d  de  
e s t a  t é c n i c a  e s  de 2 ng de e n t e r o t o x i n a  p o r  ml o p o r  gramo de  
a l i m e n t o .
Las v a r i a n t e s  que u t i 1 i z a n  una f a s e  s ô l i d a  pueden r e a l i z a r s e  
t a p i  zan do  b i e n  l o s  p o c i l l o s  con fo n d o  p i a n o  de p l a ç a s  de 
mi c r o t i t u l a c i  ô n , b i e n  l a s  p a r e d e s  i n t e r n a s  de tu b o s  de 
p o l i e s t i r e n o ,  o b i e n  b o l a s  de  p o l i e s t i r e n o  (FREED e t  a l . . ,  
19 82 ;  FEY e t  a l . ,  1 9 8 4 ; ) .  La  v e n t a j a  d e l  p r im e r o  es  l a  
c a p a c id a d  de a u t o m a t i z a c i o n  en e l  s u p u e s to  de t e n e r  que  
r e a l i z a r  muchas p r u e b a s  a l a  v e z , s ie m p r e  que s e a  a s e q u i b l e  
d i s p o n e r  de  un l e c t o r  de  p l a ç a s .  Los e n z im a s  mas u t i l i z a d o s
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han s i  do l a  p e r o x i d a s a  ( o b t e n i  da  de r é b a n o  p i c a n t e )  (FREED 
e t  a l . ,  1 9 82 ;  NOTERMANS e t  a l . ,  1 9 8 3 )  y l a  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  
( o b t e n i d a  de mucosa i n t e s t i n a l  de  t e r n e r a )  (KAUFFMAN, 1980;  
OLSVIK e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
OLSVIK e t  a l .  ( 1 9 E 2 )  y a n t e r i o r m e n t e  SAUNDERS y BARTLETT
(1 9 7 7 )  p r e c o n i z a r o n  un a  t é c n i c a  con a n t i c u e r p o s  o b t e n i d o s  en 
dos e s p e c i  e s ,  u t i 1 i z a n d o  a n t i c u e r p o s  a n t i - i  n m u n o g lo b u l in a s  de  
l a  p r i m e r a  e s p e c i e .  P o s e e  l a  v e n t a j a  de  h a c e r se i n n e c e s a r i o  
e l  uso  de a n t i c u e r p o s  m a rc a d o s  e s p e c i f i c o s  f r e n t e  a  ca da  
e n t e r o t o x i n a ,  s i e n d o  su s e n s i b i l i d a d  de 1 ng e n t e r o t o x i n a / m l .
La  s e n s i b i l i d a d  d e  l a  t é c n i c a  e s  s i m i l a r  a l a  o b t e n i d a  con e l  
r a d i o  immuno a n a l i  s i  s ,  y c o n j u g a  l a s  v e n t a j a s  de s e r  r é p i  da  y 
r e p r o d u c i b l e ,  s i e n d o  e l  e q u i p o  n e c e s a r i o  p a r a  1 l e v a r i a  a 
t é r m i n o  e l  que s e  u t i l i z a  de  fo r m a  r u t i n a r i  a en l o s  
1 a b o r a t o r i  o s .
Cuando se  h a ce  uso  de l a s  t é c n i c a s  i n m u n o l d g i c a s  s ie m p r e  hay  
que t e n e r  p r e s e n t e  que l a  e x i s t e n c i a  de p r o t e i n a  A 
e s t a f i l o c ô c i c a  (SpA) pu e d e  e n m a s c a r a r  l a  r e a c c i ô n ,  o f r e c i e n d o  
un r e s u l t a d o  f a l s o  p o s i t i v o ,  p o r  su c a p a c i  dad de u n i r s e  de  
fo rm a  i  n e s p e c i f i  c a  a l a  p o r c i ô h  Fc de c i e r t a s
in m u n o g l o b u l i n a s .  E s t o  ya  f u e  p u e s t o  de  m a n i f i e s t o  p o r  
NOTERMANS y KOPER ( 1 9 7 9 ) ,  a u n q u e  o t r o s  (FREED e t  a l . , 1982 ;  
OLSVIK e t  a l . ,  1 9 8 2 )  o p in a n  que no s e  ha d e m o s tra d o  que l a
SpA se  e n c u e n t r e  p r e s e n t e  en l o s  a l i m e n t o s  en c a n t i d a d  
s u f  i c i  e n t e  como p a r a  p r o v o c a r  i n t e r f e r e n c i a s .  Se han
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p r o p u e s t o  v a r i o s  m éto dos  p a r a  s o s l a y a r  l a  i n t e r f e r e n c i a .  
KOPER e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  h a P i a n  s u g e r i d o  e l  uso de 1 os - f ra g m e n te s  
F ( a b '>2  de 1 as  i n m u n o g l o b u l i n a s , que no l i g a n  p r o t e i n a  A , 
p e r o  en o p i n i d h  de FREED e t  a l .  (1 9 8 2 )  es  l a b o r i o s o  y s u e l e  
m enoscabar  l a  s e n s i b i 1 i d a d , p o r  1o que e s t o s  1n v e s t i g a d o r es  y 
NOTERMANS e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  p r o p u s i e r o n  o b t e n e r  1 os a n t i c u e r p o s  
e s p e c i f i c o s  en o v e j a ,  y a que l a  IgG de e s t a  e s p e c i e  m u e s t ra  
b a j a  a - f i n i d a d  p o r  l a  SpA. FEY e t  a l .  (1 9 8 4 )  s u g i  r i  e r o n  l a  
a b s o r c id n  de l a  p o s i b l e  p r o t e i n a  A p r é s e n t e  en e l  m edio  
medi a n t e  l a  a d i c i  dn de s u e r o  no rm al de c o n e j o  a 1 os  
e x t r a c t o s .
E l  mayor p r o b le m a  que s e  p r é s e n t a  en l a  d e t e c c i d n  de l a s  
e n t e r o t o x i n a s  es  l a  ex i  s t e n c i  a de e n t e r o t o x i n a s  aûn no
i  d e n t i  -f i c a d a s .  E s t o  se r e s o l  v e r  f a  a n a l  i z ando e x b a u s t i  v a m en te  
l a s  e n t e r o t o x i n a s , con l a  e s p e r a n z a  de e n c o n t r a r  un t e s t  
e s p e c i  f  i co p a r a  t o d a s  1 as  e n t e r o t o x  i nas , i  d e n t i - f  i  c a d a s  y no  
i d e n t i - f  i c a d a s .
A . 6 .  ESTA&ILIDAD DE LAS ENTEROTOXINAS 
A . 6 . 1 .  EFECTO DEL CALOR 
A . 6 . 2 .  EFECTO DEL pH 
A . 6 . 3 .  EFECTO DE LAS PROTEASAS 
A . 6 . 4 .  EFECTO DEL ALMACENAMIENTO
—83“
La s  e n t e r o t o x i n a s  e s t a - f i  1 o c d c i c a s  s o n ,  en muchos a s p e c t o s ,  
m4s e s t a b l e s  que o t r a s  p r o t e i n a s .
A . 6 . 1 .  EFECTO DEL CALOR
En l a  p r j [ c t i c a , l a  p r o p ie d a d  q u im ic a  maTs i m p o r t a n t e  de l a s  
e n t e r o t o x i n a s  e s  su t e r m o r r e s i  s t e n c i  a . Son c o n s i d e r a b le m e n t e  
mâs r e s i  s t e n t e s  que l o s  p r o p i o s  S . a u r e u s  as i"  coma mas que l a s  
t o x i n a s  de o t r o s  mi c r o o r g a n i  smos. La  d e s t r u c c i  dh de l a s  
e n t e r o t o x  i  na s  p o r  e l  t r a t a m i  e n t o  t é r m i c o  ha s i  do e s t u d i  ado de  
•forma i n t e n s i va:
EEA: CHU e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  DENNY e t  a l . , 1 9 6 6 ;  MILKER e t  a l . ,
1 9 6 8 ;  DENNY e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  SOO e t  a l . ,  1973 HUMBER e t  
a l . ,  19 75 .
EEB: READ y BRADSHAW, 1 9 6 6 a ,  19 6 6 b ;  JAMLANG e t  a l . ,  1971;
FUNG e t  a l . ,  1 9 7 3 .
EEC: FUNG e t  a l . ,  19 7 3 .
EED: SOO e t  a l . ,  1 9 73 ;  SOO e t  a l . ,  19 7 4 .
T r a s  s o m e te r  e n t e r o t o x  i  na no p u r i  f  i  ca d a  a e b u l 1 i c i  dn d u r a n t e  
3 0  m in u to s  perm an ecen  t o d a v i a  r e s t o s  de t o x i c i d a d ,  como se 
p u e d e  a p r e c i a r  p o r  l a s  d i s t i n t a s  p r u e b a s  b i o l d g i c a s  
(BERGDOLL, 1 9 8 3 ) .  Los •‘ a c t o r e s  que a f  e c t a n  a l a  
t e r m o r r e s i s t e n c i a  son l a  t e m p e r a t u r a , e l  t i e m p o  de 
e x p o s i c i û n ,  e l  t i p o  y c o n c e n t r a c i  dn de l a  e n t e r o t o x  i na y e l  
s u s t r a t o  s o b r e  e l  que se  i  d e n t i  f i  c a .  La EEB es  m^s r e s i  s t e n t e  
que l a  EEA, p r e s e n t a n d o  l a  EEC una s e n s i  b i 1 i  dad m e d ia .  Asi  
m ism o, l a  r e s i  s t e n c i  a que o - f r e c e  l a  e n t e r o t o x  i na  p u r i - f i c a d a
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e s  s u p e r i o r  a l a  que no ha s u - f r id o  n in g u n  p r o c e s o  d e  e s t e  
t i p o .
L a s  e n t e r o t o x i n a s  i n a c t i v a d a s  t é r m i c a m e n t e , b a j o  c i e r t a s  
c o n d i  c i  ones  pued en  v o l v e r  a p r e s e n t e r  sus c a r a c t e r T s t i c a s , es  
d e c i r , s e r  r e a c t ! v a d a s  (CHORDASH y POTTER, 1 9 7 6 ) .  Depends  
p r i n c i p a l m en te  de l a  t e m p e r a t u r e  y d e l  t i e m p o  de e x p o s i c i â n ,  
s ie n d o  l a  r e a c t i v a c i d n  mds c o m p le te  t r a s  l a  d e s a c t i v a c i d n  a 
8 0 ' C que a 1 0 0 * C ,  y m«fs ra fp id a  a 25®C que a 4 “C.
DENNY e t  a l .  ( 1 9 6 6 )  r e a l i z a r o n  una s e r i e  de  e x p e r im e n t o s  en 
l o s  que c a l e n t a b a n  e n t e r o t o x i n a  A no p u r i f i c a d a  a d i f e r e n t e s  
t e m p e r a t u r e s  y p o r  p e r i o d o s  de t ie m p o  d i v e r s e s ,  d e te r m in a n d o  
que t r a s  c a l e n t e r  a 1 2 l ' C  d u r a n t e  11 m in u t o s ,  l a  i n y e c c i d n  
i n t r a p e r i t o n e a l  en g a t o s  e r a  t o t a l  m ente  i n e f e c t i v a  en c u a n t o  
a l a  p r e s e n t e d  on de l a  s i  n t o m a to l  o g i a  c a r a c t e r i  s t i  c a .  
P o s t e r i  o r m ente  e s t e  g r u p o  de i  n v e s t i  g a c i  dn (DENNY e t  a l . ,  
1 9 71 )  i  n f  o rm a ro n  que p o r  d i - f u s id n  s e n d  11a en tu b o  se  
d e t e c  t a b  a e n t e r o t o x  i  na p r e s e n t e  ( n i v e l e s  i n i c i a l e s  20  ) jg /m l  ) 
en c a l  do de c a r n e  c a l  e n t a d o  a 121* C d u r a n t e  37 m in u to s .
La EEB s u - f re  una d e s a c t i  v a d  dn mas r d p i d a  a 8 0 *C que a 1 0 0 * 0  
(SATTERLEE y KRAFT, 1 9 69 ;  JAMLANG e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  Segûn
SATTERLEE y KRAFT ( 1 9 6 9 ) ,  l a  r d p i d a  p d r o i d a  de a c t i v i d a d  a 
7 0 - 8 0 *  0 s e  ha e x p l i c a d o  p o r  l a  a g r e g a c iû n  t d r m i c a .  E l  
a g re g a d o  s e  r e d i s u e l v e  a 1 0 0 * 0 ,  r e c u p e r a n d o  e l  35 -40%  de l a  
a c t i v i d a d  in m u n o l d g i c a .
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Se han r e a l i  z a d o  num ero sos  e s t u d i  os de l a  d e s t r u c c i û n  t é r m i c a  
de l a s  e n t e r o t o x i n a s  en s o l u c i ones  b u f f e r  como s u s t r a t o .  
I n v e s t i g a c i ones  c o m p a r â t ! v a s  en a l i m e n t e s  han d e m o s tra d o  que  
l a  i n a c t i v a c i d n  e s  m js  e x t e n sa  que en 1 os b u f f e r .  A e s t e  
r e s p e c t o ,  s u g i e r e n  SATTERLEE y KRAFT ( 1 9 6 9 )  que l a s  
e n t e r o t o x i n a s  f o r man con l a s  p r o t e i n a s  c A r n i c a s  u n i  ones  no  
d é t e c t a b l e s ,  s ie n d o  i n a c t i v a d a  l a  e n t e r o t o x i n a  l i b r e .  DENNY 
e t  a l .  (1 9 7 1 )  han d e m o s tr a d o  que l a  EEA s u f r e  una  
d e s a c t i  v a c i  dn s u p e r i o r  en b u f f e r  f o s f a t o  que en c a l  do de  
c a r n e ,  a s i  como que l a s  c o n c e n t r a c i ones  i n i c i a l e s  e l e v a d a s  en  
c u a l q u i e r a  de  ambos i n c r e m e n t a n  l a  t e r m o t o l e r a n c i a .  En o t r o  
e s t u d i o  (L E E , 1 9 7 5 ) ,  s e  com probd que l a  t e r m o e s t a b i 1 i  dad de
l a  EEA y de l a  EEB e r a  s u p e r i o r  en c a r n e  que en B H I .
E l  pH d c id o  f a c i l i t a  l a  t e r m o d e s t r u c c i d n  (HUMBER e t  a l . ,  
1 9 7 5 ) .  BORJA e t  a l ’. ( 1 9 7 2 )  o p in a n  que l a  t o x i c i d a d  y l a  
r e a c c i d n  a n t i ^ g e n o - a n t i c u e r p o  de l a  EEE d e s a p a r e c e  t r a s  e l  
c a l e n t a m i e n t o  a pH 2 o pH 12 .
La  p a s t e r i z a c i ( 5 n  de l a  l e c h e  ( 7 2 *  C d u r a n t e  15 s e gun do s)  
d e s t r u y e  t a n  s o l o  e l  30% de l a  EEA o de  1 a EEB, mi e n t r a s  que  
e l  t r a t a m i e n t o  UHT ( 1 4 3 * C , 9 se gun do s)  d i s m i n u y e  a l  4 -0%  una  
c o n c e n t r a c i  dn do 0 . 5 —0 . 0 5  p g /m l  de  EEA y a l  10% 0 . 0 5  p g / m l  de  
EED (SOO e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  La  l e c h e  t r a t a d a  de e s t a  fo rm a  es  
s u s c e p t i b l e  de una n u e v a  c o n t a m i n a c i d n , p e r o  l a  t e n s i û n  de  
o x i ’geno ha d i  smi n u i  do y no es  p r o p i  c i  a p a r a  e l  d é s a r r o i  l o  
(LANGEVELD y BOLLE, 1 9 7 9 ) .  READ y BRADSHAW ( 1 9 6 6 )  o b s e r v a r o n  
que 30  j jg /m l  de EEB en l e c h e  c r u d a ,  t r a s  s e r  t r a t a d a  a 9 8 . 9  -
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2 1 0 *  F d u r a n t e  1 3 4 . 2  m in u to s  d e s c e n d i s  a menos de 0 . 5  p g / m l . 
E l  se cad o  p o r  a t o m i z a c i d n  ( l e c h e  en p o l v o )  no i n a c t i v e  l a  EEB 
a n a d i d a ,  n i  l a  EEA p r o d u c i d a  en l a  l e c h e .  CHOPIN e t  a l .
( 1 9 7 8 )  o p in a n  que 1 as  p r o b a b i 1 i d a d e s  de e n c o n t r a r  
e n t e r o t o x  i  n a s  en l e c h e  en p o l v o  despu d ’s de ocho meses es  
a l  t a ,  mi e n t r a s  que con a n t e r i o r i d a d  a l o s  t r è s  meses e s  b a j a .
HUMBER e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  s i g u i e r o n  l a  i n a c t i v a c i d n  t d r m i c a  de  l a  
EEA po r  i n m u n o d i f u s id n  y p o r  e l  “monkey—f e e d in g  t e s t " ,  
in d i c a n d o  sus r e s u l t a d o s  que l a  t o x i c i d a d  de  l a  misma en  
monos r h e s u s  d e s a p a r e c e  m is  r d p i d a m e n t e  que l a  a c t i v i d a d  
s e r o l d g i c a .  E s to s  a u t o r e s  i  n t r o d u j e r o n , p o r  l o  t a n t o ,  l a  
p o s i b i 1 id a d  i n t e r e s a n t e  y n o t o r i  a de que ha y a  r e s u l t a d o s  
s e r o ld g iC D S  p o s i t i v e s  s i  n que se  c o r r e l a c i  onen con una  
t o x i c i d a d  mani f  i  e s t a  p a r a  e l  hom bre .  No o b s t a n t e ,  l o s  s e r e s  
humanos son m is  s e n s i b l e s  a 1 as t o x i n a s  que l o s  monos.
A . 6 . 2 .  EFECTO DEL pH
La EEB pe rm a n e c e  e s t a b l e  d u r a n t e  una semana a te m p e r a t u r a  
a m b ia n te  en b u f f e r  f o s f a t o  0 .0 5 M  y a pH e n t r e  4 . 0  y 7 . 3
(ANGELOTTI,  1 9 6 9 ) .  Su a c t i v i d a d  s e r o l d g i c a  se m a n t ie n e  en e l  
mismo b u f f e r  e n t r e  2 y 5 * C y pH 7 d u r a n t e  6 meses (BûRJA e t  
a l . ,  1 9 7 2 ) .  A pH 3 y 10 1 as  e n t e r o t o x  i nas perm anecen a c t i v a s
e n t r e  22  y  24*  C d u r a n t e  a l  menos 4 h .  GENIGENORGIS (1 9 7 4 )  no
ha o b s e r v a d o  r e a c c i d n  p o s i t i v a  con e l  a h t i s u e r o  en 
c o n d i c i  ones e x t r e m e s  de pH ( 1 . 8 5  y 1 2 ) .  La EEE quedaba
d e s t r u i  da a pH 2 d  12 d u r a n t e  24  h p e r o  no a pH 4 . 5  (BORJA e t
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al., 1972).
A . 6 . 3 .  EFECTO DE LAS PROTEASAS
BERGDOLL e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  e s t i man que l a s  e n t e r o t o x  i  na s  son  
r e s i  s t e n t e s  a  e n z im a s  t a i e s  como l a  t r i p s i n a ,  q u i  m o tr  i  p s i  n a , 
r e n i n a  o p a p a i n a .  La p e p s i n a  p r o d u c e  d e s a c t i v a c i d n  de l a  EEB 
a pH 2 ,  p e r o  es  i n e f a c t i v a  a v a l o r e s  s u p e r i o r e s  de pH,  
Mi e n t r a s  que l a  EEC3 r e s p o n d s  de fo rm a  s i m i l a r  que l a  EEB a 
l a  d e s a c t i  v a c i  d n , p o r  e l  c o n t r a r i o ,  l a  EEF se  d e s t r u y e  p o r  l a  
p e p s i n a  en pH de 4 . 5 ,  p e r o  e s  r e s i  s t e n t e  a l a  d i g e s t i d n  p o r  
t r i p s i n a .  La r e s i s t e n c i a  a l a s  e n z im a s  p r o t e o l i t i c a s  p e r m i t s  
que 1 as  e n t e r o t o x i n a s  s u p e r e n  e l  e s td m ag o  s i n  a f e c t a r s e  su 
a c t i v i d a d  b i o l d g i c a .
NISKANEN y LINDROTH (1 9 7 6 )  d e m o s t r a r o n  que un a  m e z c la  de 
p e p t i d a s a  de pseudomonas y t r i p s i n a  no d e t e r m i n a b a  l a  
h i d r o l i s i s  de EEA. I g u a l m e n t e ,  CHORDASH y POTTER (1 9 7 6 )  
e n c o n t r a r o n  que un i n c re m e n to  c o n s i d e r a b l e  d e  b a c t e r i  as  
p r o t e o l i t i c a s  no r e d u c e n  20  yjg de  e n t e r o t o x i n a / m l  d e s p u e s  de  
2 a 5 d i a s  en t r è s  s u s t r a t o s  d i  f e r e n t e s .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  
t r a s  dos d f a s , se  o b s e r v d  l a  d i s m i n u c i d h  de e n t e r o t o x i n a s  
e s t a f i 1o c d c i c a s  a l  i n c u b a r  de  fo rm a  c o n j u n t a  e s t a f i 1o c oco s  
con L a c t o b a c i l l u s  a c i d o p h i l u s . L a c t o b a c i 11 us h e l v e t i c u s , 
P e d i  o c o cc u s  o e n t o s a c e u s . S t r e p t o c o c c u s  t h e r m o o h i 1 us y 
S t r e p t o c o c c u s  f a e c a l  i s  v a r .  1 i q u e f a c i  ens en c a l  do  APT ( A l l  
P u r p o s e  Medium) con Tween.
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A . 6 . 4 .  EFECTO DEL ALMACENAMIENTO
La s o l u b i l i d a d  y t o x i c i d a d  de l a  t o x i n a  1 i o f 1 1 i z a d a  
a lm a c e n a d a  a 4 ^ c no na ex p e r i  mentado cambi os despud's de un 
ano (G E N IGEORGIE, 1 9 7 4 ) .  Se ha a p r e c i  ado que 1 as  
e n t e r o t o x i n a s  m a n te n fa n  su a c t i v i d a d  en e l  queso C heddar  
d u r a n t e  mgs de t r è s  anos (CORDS y T A T I N I , 1 9 7 3 )  y en e m b u t id o  
c o n g e la d o  p o r  mgs de un aï ïo ( N I SKANEN y NURMI,  1 9 7 6 ) .  LEE e t  
a l .  (1 9 7 5 )  d e t e c t a r o n  EEA y EEC en p a s t a s  a l i m e n t i  c i  as  s e c a s  
p asad o  un aRo a 2 5 * C .
Tambidn se  ha n o t i f i c a d o  (DONNELLY e t  a l . ,  197G) que l a  EEA 
d e s a p a r e c i a  de a lg u n a s  m u e s t ra s  de le c h e  d e spu gs  de una  
in c u b a c id n  p r o l o n g a d a  a 35  *  C. La misma o b s e r v a c iû n  f u e  
r e a l i z a d a  con l a  EEC e x p u e s t a  d u r a n t e  7 d f a s  a 17* C , p e r o  no 
con l a  EEA (NISKANEN y NURMI, 1 9 7 6 ) ,  que p e r m a n e c îa  a c t i v a  
t r a s  30  d i a s  a l a  misma t e m p e r a t u r e .
A . 7 .  EFTDEMIOLDGIA
A . 7 . 1 .  FüENTES DE LOS ESTAFILOCOCOS
A . 7 . 2 .  ALI MENTOS IMPLICADOS
A . 7 . 3 .  BROTES HABIDOS EN ESPANA EN LOS ULTIMOS ANOS
A . 7 . 1 .  FUENTES DE LOS ESTAFILOCOCOS
Los e s t a f i 1o c oco s  t i e n e n  n a t u r a l e z a  u b i c u a ,  1o c a l i z g n d o s e  en
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l a s  f  os as  n a s a l e s ,  g a r g a n t a  y p i  e l . Se a s o c ia n  con  
■f oriTncul o s , h e r i d a s ,  i n c i  s i  o n e s , o s t e o m i e l i t i s  y neum onia  
e n t r e  o t r o s .  El r e s e r v o r i o  mgs i m p o r t a n t e  de e s t a f i 1ococos es  
l a  membrana mucosa de l a  n a s o f a r i n g e  y l a  p i  e l  de l o s  
a n im a le s  y d e l  hom bre . Se ha e s t im a d o  que e l  30 -5 0 %  de l o s  
i n d i v i d u o s  sanos a l o j a n  S_^aureus en l a  membrana mucosa n a s a l ,  
y de l 4 -60%  de l o s  mi smos en l a  g a r g a n t a  (W ILL IAM S , 1 9 6 3 ) .  
O tr o s  d a t o s  i n d i c a n  que e l  32% de l o s  e m p le a d o s  en m a ta d e ro s  
y en f  a c t o r  f a s  c a f r n ic a s ,  a v i c o l a s  y p i s c f c o l a s  c o n t  i  en en 
e s t a f i 1ococos c o a g u la s a  p o s i t i v e  en l a  c a v id a d  n a s a l . m£s 
a la r m a n t e s  son l o s  d a to s  a p o r t a d o s  p o r  BRYAN (1 9 7 0 )  qu i en 
supone que e l  80% de l o s  i n d i v i d u o s  que m ane jan  a l i m e n t e s  en 
1 n d u s t r i  as t i e n e n  S j_aureus en l a  p i e l ,  a p e s a r  de que e s t e  
pueda no s e r  p a td g e n o .  No o b s t a n t e ,  pueden s e r  o r i g e n  de 
a b s c e s u s ,  s i n u s i t i s ,  t o n s i l i t i s ,  q u e r a t i  t i  s u l c e r a t i v a ,  e t c . , 
r e c omend=ndose que l a s  p e r s o n a s  con e s t o s  p r o c e s o s  no deben  
t e n e r  a c c e s o  a l  m ane jo  de l o s  a l i  m entos (MORENO y FRANCISCO, 
1994; MORA e t  a l , ,  1984; BLANCO e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  Segun NISKANEN 
y KCIRANEN ( 1 9 7 7 ) ,  po r  t g c n i  ca s  de t i p i f i c a c i d n  por  
b a c t e r 1d fa g o s  i n d i c a r o n  que 1 as c e p a s  que , causan  b r o t e s  
e p id e m io l  d g ic o s  son de o r i g e n  g e n e r a l  m ente  humano, s ie n d o  
g e n e r a l  m ente  l a  f u e n t e  l o s  e s t a f i 1ococos a l o j a d o s  en 1 as  
f  osas  n a s a l e s  de l o s  i n d i v i d u o s  s a n o s .
A p e s a r  de e n c o n t r a r s e  l o s  e s t a f i 1ococos comunmente en l a s  
f o s a s  n a s a l e s  y en l a  p i e l  de l o s  a n im a le s  d o m ë st i  cos  
(BERGDOLL, 1 9 8 2 ) ,  muchas de 1 as  e n fe r m e d a d e s  de d i c h o s  
a n im a le s  de o r i g e n  e s t a f i 1o c t fc ic o  p r e s e n t a n  un p e l i g r o  de
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co ntam i n a c i  dn de l o s  a l i m e n t o s ,  como m a t e r i a  p r im a .  En l o s  
a n im a le s  d o m é s t ic o s  se  ha d e m o s tra d o  l a  im pi i c a c i t i n  
e s t a f 1 1o c o c i  ca  en l a s  s i  gu i  e n t e s  e n fe r m e d a d e s :  m a m i t is  d e l  
ganado v a c u n o ,  d e r m a t i t i s  p u s t u l o s a  de l o s  p e r r o s  y d l c e r a s  
s e p t i  cas en t o d a s  1 as  e s p e c i e s .  Segûn NURMI y KOIRANEN 
( 1 9 6 7 ) , e l  2 8 .17 .  de l a s  m a m i t i s  agudas y e l  35 .8%  de l a s  
c r d n i c a s  e s tg n  c a u s a d a s  p o r  S^aureus.  D i v e r s e s  a u t o r e s  (NYHAN 
y  ARCHER, 19 6 7 )  han o b s e r v a d o  r e c u e n t o s  e le v a d o s  ae  
e s t a f i l o c o c o s  t a n t o  en l e c h e  n a t u r a l  norm al como en l e c h e  
m am ft1c a .
ELEK (1 9 5 9 )  ha s u g e r id o  ta m b ié n  e l  o r i g e n  t e l û r i c o  de l a  
i n t o x : c a c i d n , p r e s e n t andose e l  germen que nos ocupa en e l  
p o lv o  y en g o t f c u l a s  a m b : e n t a i  e s .
A . 7 . 2 .  ALIMENTOS I mRl ICADû S
Los a l : m e n t o s  im p l i c a d o s  dependen en g ra n  p a r t e  d e l  r e g im e n  
a l i m e n t a r i o  d e l  p a l 's .  En e l  n u e s t r o ,  l o s  que p r o b a b i  em en te  
appui e r a n  una mayor i m p o r t a n c i a  en e s t e  s e n t i  do p o r  l a
a s :d u :d a d  de su consumo sean l o s  d e r i v a d o s  l â c t e o s ,  l a  c a r n e
y sus s u b p r o d u c to s  y l o s  p r o d u c to s  de bo l  1e r i a .
La 1 nto;: i c a c i  On a l i m e n t a r i a  por  p r o d u c to s  l a c t e o s ,  a p e s a r  de  
ha b er  t e n i d o  i n c i  d e n c i a , es  1o c i e r t o  que l a s  m odernas
pr  g e t  1 ca s  de h i g i e n e  de l a  l e c h e  d e s c a r t a n  p o r  l o  g e n e r a l  l a
p r o b a b i 1 1dad de que se p r o d u z c a .  P e ro  en n u e s t r o  p a f s  s i g u e
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p r o d u c ig h d o s e , l o  que c u e s t i o n a  l o s  a s p e c t o s
h i g i g n i C Q - s a n i t a r i  os d e l  p r o b le m a .  La f u e n t e  mgs f r e c u e n t e  de 
S2.a u re u s  como f u e  e x p u e s t o  a n t e r  i o r m e n t e , es  l a  mai t i  s 
b o v in a ;  p e r o  una vez  p a s t e r i z a d a  l a  l e c h e  es  s u s c e p t i b l e  de 
r e c o n t a m in a r s e  con e s t a f i 1 o coco s  de c u a l qu i e r  o t r o  o r i g e n  y , 
d e b id o  a l a  f a l t a  de c o m p e t e n c i a , p r o l i f e r a r  h a s t a  n i v e l e s
p e l  1g r o s o s .  Los d e r i v a d o s  1a c t e o s  ta m b ig h  pueden v e h i c u l a r  
e n t e r o t o x i n a  s i  l a  l e c h e  f u e  e x p u e s t a  a t r a t a m i e n t o s  de  
s u b p a s t e r i  z a c i  g n , s o b r e v i v i e n d o  a lg u n o s  g grm enes o s i  
c o n te n T a  e n t e r o t o x i n a  a n t e s  de e l a b o r a r s e  e l  p r o d u c t o .  Se ha  
o b s e r v a d o  l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x i n a  en l e c h e  d e screm ad a  en 
p o lv o  (CHOPIN e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  l e c h e  d e screm ad a  c o nd ens ada  
(GEORGE e t  a l . ,  1 9 5 9 ) ,  m a n t e q u i l i a  y crem a (MINOR y MARTH,
1 9 7 2 a ) ,  queso en l o s  c a s o s  que e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " se a  de
c a l i  dad i n f e r i o r  (como se  e x p o n d r â  en e l  c a p i t u l o  I I ) .  A si
mismo, o t r o s  d e r i v a d o s  f e r m e n t a d o s , t a i e s  como e l  yo gu r  o l a
crema é c i d a ,  no son f a v o r a b l e s  p a r a  l a  p r o d u c e : dn de
e n t e r o t o x  i  n a .
La c a r n e  ta m b i  gn puede  v e h i c u l a r  e s t a f 1 1oc o co s
e n t e r o t o x  i gg n i  cos s i  su p r o c e d e n c i  a e r a  de a lg u n a
l o c a l i z a c i d n  o r g g n i c a  c e r c a n a  a a b s c e s o s  (CRAVEN e t  a l . ,
1 9 7 8 ) .  Con mayor f r e c u e n c i a  se ven i m p l i c a d o s  en b r o t e s  de 
t o x i - i n f e c c i o n e s  a l i  m e n t a r i a s  l o s  d e r i v a d o s  c g r n i c o s  que
i m p l i  can una madurac i dn o f  e r m e n t a c i  cJh, como son 1 as
s a l c h i c h a s  (EMSWILLER-ROSE e t  a l . ,  . 1 9 8 0 ) ,  s a la m i
(METAXOPOULÜS e t  a l . ,  1981) y e l  bacon (LEE e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,
po r  c i t a r  a lg u n o s .
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La s  p a s t a s  a l i m e n t i c i  as  (LEE e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  l a s  s a l  sa s  de 
mesa (DOYLE e t  a l . ,  1 9 8 2 )  y l o s  h u evo s  c o c id o s  (HARBRECHT y 
BERGDOLL, 1990) ta m b it fn  son s u s c e p t i b l e s  de d e t e r m i n e r
i  nto::  i  cafci tfn a l i m e n t a r i a  p o r  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f  i  1 o c o c i  c a s .
A . 7 . 3 .  BROTES HABIDOS EN ESPANA EN LOS ULTIMOS ANOS
Los b r o t e s  que se  han d e n u n c i  ado a l  M i n i s t e r i o  de  S a n id a d  y 
Consumo (.1990, 1981 , 1 9 8 2 ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 4 ,  1 9 85 )  en l o s  u l t i m o s
anos en n u e s t r o  p a i s  se  resum en en l a  t a b l a  18 .  En n u e s t r o  
p a i s  ocupan e l  segun do 1u g a r  en c u a n t o  a i  m p o r ta n c i  a se  
r e f i  e r e  e n t r e  a q u e l 1 as  e n fe r m e d a d e s  t r a n s m i  t i  das por  
a l i  m e n to s , t r a s  a q u e l 1 as  p r o v o c a d a s  p o r  s a lm o n e l a s .
- 9 7 -
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B . l .  LUGAR DE TRABAJQ
E l  t r a b a j o  que a h o r a  p r e s e n t a m o s  se  l l e v d  a c a b o  c a s i  en su  
t o t a l i d a d  en e l  D e p a r t a m e n t o  d e  M i c r o b i o l o g f a  de  l a  F a c u l t a d  
de V e t e r i n a r i a  de  M a d r i d .  S in  e m b a rg o ,  l a  mayor p a r t e  de  l a  
o b t e n c iô n  y p u r i  f  i  c a c i  dh de a n t i  s u e r o s  e s p e c f f i c o s  a s i  como 
l a  c o n ju g a c id n  de l o s  a n t i  c u e r p o s  con p e r o x i d a s a  se  r e a l i  zd" 
en e l  Food R e s e a r c h  I n s t i t u t e ,  a d s c r i t o  a l a  U n i v e r s i d a d  de  
W is c o n s in - M a d is o n  ( E E . U U . ) .
B . 2 .  MATERIALES
B . 2 . 1 .  MATERIAL DE LABORATOR10
E l  m a t e r i a l  de 1 a b o r a t o r i o  e m p le a d o  es  e l  h a b i t u a l  en e s t e  
t i p o  de e x p e r i e n c i a s .  Se han u t i 1 i z a d o  p l a ç a s  de p é t r i ,  
p i p e t a s  de d i  f e r e n t e s  g r a d u a c i o n e s , t u b o s  de d i v e r s e s  
t am anos, p l a ç a s  de mi c r o t i  t u l a c i  d n , mi c r o p i p e t a s  d i g i t a l e s  y
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m u l t i c a n a l e s ,  c o lu m n a s  de c r o m a t o g r a - f î a ,  j e r i n g u i  11 a s , e t c .
Ta m b ién  l o s  a p a r a t o s  deben s e r  c o n s i  d e ra d o s  h a b i  t u a i  es  an un 
1 a b o r a t o r i o  de M i c r o b i o l o g f a .  S in  p r e t e n d e r  e n u m e r a r l o s  to d o s  
c i  t a r e m o s  un a u t o c l a v e ,  h o rn o  de P a s t e u r ,  e s t u f a  de  
i n c u b a c i d n  a 37**  C ,  c» m a ra  de r e - f r i g e r a c i 6 n  a  4 * C ,  a r c 6 n  
c o n g e l a d o r  de - 2 0 ^ C ,  c e n t r i f u g e s ,  banos de a g u a ,  a g i t a d o r e s  
m a g n d t ic o s  y o r b i t a l e s ,  b a l a n ç a s ,  e t c .  P e r o  hacem os e s p e c i a l  
h in c a p ie ^  en e l  u s o  d e  un l e c t o r  a u t o m i t i c o  de  E L IS A , en e l  
e q u ip o  de c r o m a t o g r a f i a , y en e l  e s p e c t r o f o t â m e t r o .
Los medi os de c u l t i  vo que se  u t i 1 i  z a r o n  f u e r o n  s e l e c c i o n a d o s  
con e l  o b j e t o  b â s i c o  de r e a l i  z a r  r e c u e n t o s  y co m p ro b ar  l a s  
c a r a c t e r i s t i c a s  d e -  c u l t i v o  de l o s  m ic r o o r g a n is m o s .  A s i  mismo 
t a m b ië n  se  han e m p le a d o  con p r o p d s i t o  muy p a r t i c u l a r  a g a r  de 
i n m u n o d i f u s i d n  y o t r o s  p e r o  creem os mas c o n v e n i e n t e  
d e t a l l a r l o s  en c a d a  a p a r t a d o  c o n c r e t o .  Lo s  r e a c t i  vos  
u t i 1 i z a d o s  han s i  do de g r a d o  a n a l i t i  co o s i m i l a r .
B . 2 . 2 .  MUESTRAS DE ALIMENTOS
El e s t u d i o  se  c e n t r d  en l o s  p a r a m è t r e s  de p r o d u c c id h  de  
e n t e r o t o > : i  na s  en t r è s  a l i m e n t e s  de d i s t i n t o  o r i g e n .  P or  una  
p a r t e ,  una s a l s a  de m esa , l a  m ayo n es a , t a n t o  de p r o c e d e n c i a  
i n d u s t r i a l  como p r e p a r a d a  en e l  p r o p i o  D e p a r t a m e n t o :  p o r  
o t r a ,  dos d e r i v a a o s  l a C t e o s ,  l a  le c h e  c o n d e n s a d a ,  s ie m p r e  de
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or  i gen c o m e rc i  a l , y e l  queso de t i p o  m anchego, e la b o r a d o  en  
e l  D e p a r t a m e n t o .
B . 2 . 2 . a .  Quesos t i p o  Manchego.
Lo s  m a t e r i  a i e s  e m p le a d o s  en l a  f  a b r i  c a c i d n  d e l  queso f u e r o n
b i e n  c e d id o s  a m a b le m e n te  p o r  l a  C e n t r a l  Q u e s e r a ,  S .A .  o b i e n
de o r i g e n  c o m e r c i a l .
*  L e c h e :  r e c i b i d a  en l a  em presa  "La  C e n t r a l
Q u e s e r a ,  S . A . " ,  p r o c é d a n t e  de d i  v e r s a s  r é g i  ones de
l a  g e o g r a f i a  e s p a n o l a , se  u t i l i z d  l e c h e  de m e z c la
en l a s  p r o p o r c i ones
. e s p e c i e  o v i n a . . . ................  15%
. e s p e c i  e c a p r i n a ................... 35%
. e s p e c i  e  b o v i n a .....................  50%
Las c a r a c t e r 1 s t i  c a s  f i s i c o - q u i m i c a s  de l a  le c h e
e m p le ad a  f u e r o n  a n a l i z a d a s  p o r  un a p a r a t o  Mi 1 koScan  
(2 0 3  B) y se  d e t a l 1 an a c o n t i n u a c i d h :
. m a t e r i a  g r a s a   4 . 3 0  -  4 .3 3 %
. p r o t e i n a ................................. 3 . 6 2  -  3 .7 1 %
. l a c t o s a ...................................  4 .  36  -  4 .4 0 %
. e x t r a c t o  se c o  t o t a l . . 1 2 . 8 5  - 1 3 .0 6 %
El t r a t a m i e n t o  t ë r m i c o  a l  que se  s o m e t i i  l a  le c h e
a n t e s  de su p ro c e s a m i e n t o  en queso f u e  de
p a s t e r i z a c i 6 n  a 7 2 *  C d u r a n t e  15 segun do s en un
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p a s t e r  1 z a d o r  de p l a ç a s  (AFV) con c a p a c i  dad p a r a  
2 5 . 0 0 0  L en e l  que l a  l e c h e  s u f r i a  un t r a t a m i e n t o
de 7 2 * C d u r a n t e  16 se g u n d o s .
P o s t e r  i o r m e n t e ,  l a  l e c h e  e r a  re-f  r i  g e r  ada a 4"C en  
l a  p r o p i  a c e n t r a l  l e c h e r a  y  t r a n s p o r t a d a  h a c i a  e l  
1a b o r a t o r i  o en c ^ n t a r a s  h i  g i  e n i  z a d a s  de c i  e r r e  no  
h e r m ë t i c o  de 4 0  L de c a p a c id a d  en un v e h i c u l o  no
d o ta d o  de c o n d i  c i  on es  i s o t é r m i c a s .  E l  p l a z o  de  
t i e m p o  que d u r a b a  e s t e  t r a n s p o r t e  no e x c e d i d  nunca  
de 4 5  m in u t o s .
A su r e c e p c i t i n  en e l  1 a b o r a t o r i  o se  p r o c e d i a  a 
v e r i - f i c a r  e l  v a l o r  de pH.
*  C l o r u r o  c ë l c i c o  (M e rc k )
*  C u l t i v o  l ë c t i c o  " s t a r t e r c o m e r c i a l i z a d o  
po r  C h r .  Hansen (C o p e n h a g e n ,  D in a m a r c a ) ,  e x p e n d i  do  
en -forma de p o l v o .  de  c u l t i v o  1 i o-f i  1 1 z a d o , p a r a
p r e p a r a c i d n  d e l  c u l t i v o  m adré  ( D r i - V a c ) .  E l  c u l t i v o  
em p le a d o  p o r  n o s o t r o s  (CH-N 0 1 )  p r e s e n x a b a  l a s
s i  g u i  e n t e s  c a r a c t e r i s t i c a s :
. c é l u l a s  v i a b l e s  p o r  g r a m o ...........................  1 - 2  % 10^
. t i p o  de c u l t i v o ................... .. ................................ BO(DL)
. composi c i  dn d e l  c u l t i v o  r e a c t i  vado:
. 1 -5 %  S t r e E . t g ç s ç ç u s _ l .a ç î i .s
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. 7 5 - 8 0  % S t r e p t .  c r e m o r i s  
. 1 0 - 1 5  7. S t r e p t .  d i  a c e t y l  a c t i  s 
5 - 1 0  % L e u c o n o s to c  c r e m o r i s
. T i t u l o .   ..................................................8 0  5  m lS O . lN  N aO H /1 00  ml
. A c t i v i d a d ....................................................................  4 . 9 ±  0 . 1
. P ro d u c e !  6n de a r o m a .  ................. ..................  a l  t a
. P r o d u c c id n  da  00%    ....................................  a l t a
. P r o t e o l  i  s i  s. .......................................................... m e d ia
. T o l e r a n c i a  a l a  s a l
. m^Kimo d é s a r r o i  1 o .   ......................  4 .0 %  C lN a
. i n h i b i c i d n  d e l  d é s a r r o i l o    6 .5 %  C lN a
En un a  p r i m e r a  e t a p a  se  p r o c e d f a  a s u s p e n d e r  e l
p r o d u c t o  l i o f i l i z a d o  c o n t e n i d o  en un s o b r e  en 1500  
ml de l e c h e  e s t e r i 1 i z a d a , in c u b a n d o  d e s p u ë s  a 2 2 * C 
d u r a n t e  24. h ,  t r a s  l a s  c u a l  es  se  d i s t r i  buyd* en  
a l i c u o t a s  de 50  ml que f u e r o n  c o n g e la d a s  a -2 0 ^ C .
P a r a  c a d a  uno de l o s  l o t e s  de queso se  d e s c o n g e la b a  
una a l i c u o t a  y se  a g r e g a b a  a 7 5 0  ml de  l e c h e
e s t e r ! 1 i z a d a  de  v a c a ,  in c u b a n d o  i g u a l m e n t e  a  2 2 *C
d u r a n t e  2 2 - 2 6  h .
♦  C u a jo  (C h r .  Hansen) de f u e r z a  1 : 1 0 0 . 0 0 0 .
P a r a  su p r e p a r a c i  6n se  d i s o l  v i a  l a  c a n t i d a d  
r e q u e r i d a  en 20  ml de agua d e s t i 1ad a  e s t ë r i l  a 5 0 *C  
y se a n a d i a  in m e d ia t a m e n t e  a l a  l e c h e .
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E l  e q u ip o  que se u t i 1 i z 6  c o n s t a b a  de:
*  L i r a :  p a r a  c o r t a r  l a  c u a j a d a  se  em p le o  una
l i r a  f  a b r i  c a d a  con m adera  de p i  no de  s e c c i  6n 
c u a d r a d a  de 2 2  mm de 1 a d o ,  y a l am bre  e s p e c i a l  p a r a  
e s t e  i n s t r u m e n t e .  La l o n g i t u d  t o t a l  f u e  de 30  cm y 
La d i  s t a n d  a e n t r e  l o s  a l  am bres de 1 cm.1,
*  Mol d e s :  s e  u t i 1 i  z a r o n  mol de s  c i  1 i n d r i  co s  de  
p l ë s t i c o  de do s  d im e n s io n e s  d i f e r e n t e s  ( F i g u r a  M l ) :
+ G ra n d e s  ( G ) :
. d i ë m e t r o  e x t e r n o   184 mm
. d i ë m e t r o  i n t e r n o   167 mm
. a l t u r a  i n t e r i o r   115 mm
- a l t u r a  e x t e r i o r   123 mm
D o tâ d o s  de una p i e z a  i n t e r i o r  
e x t r a i b l e ,  i g u a lm e n te  de p l ë s t i c o ,  de oS mm de  
e s p e s o r , en fo rm a  de c i l i n d r o  no c o n t i n u o  p a r a  un 
p e r f e c t o  a j u s t e  d e n t r o  d e l  mol d e .
. Tapa;
. d i ë m e t r o   ISO mm
. s e c c i  d n   13 mm
+ P equenos  ( P ) :
. d i i m e t r o  e x t e r i o r   144 mm
. d i  d m etro  i n t e r i o r   127 mm
. a l t u r a  e x t e r i o r ......................  93  mm
. a l t u r a  i n t e r i o r ...................... 85  mm
. Ta pa:
Figura MTMoldes para la elaboraciôn de los quesos.
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Todas las medidas se expresan en mm.
-1 0 4 -
. diametro.........  124 mm
. s e c c i  d n .......................  12 mm
Ambos t i p o s  de mol des e s ta b a n  p r o v i s t o s  de
o n  f  1 c i  os t a n t o  en su -fondo como en 1 as  p a r e d e s
l a t é r a l e s  p a r a  f a c i l i t a r  e l  d e s u e r a d o .  L a s  t a p a s  
d i s p o n i a n  a s i  mismo de unos a p ë n d ic e s  c i  1 i n d r i c o s  
hu eco s  p a r a  p o s i b i l i t a r  l a  r e t i r a d a  de l a s  mismas y 
l a  d i s t r i b u c i d n  de 1 as p r e s i o n e s .  E l  pe so  de  l o s
q u eso s  p r e p a r a d o s  en d i c h o s  m o ld es  f u e  de 1 1 0 0 - 1 2 0 0  
g en l o s  g r a n d e s ,  y de 6 5 0 - 7 5 0  g en l o s  p e q u e n o s .
♦ C h e e s e c l o t h ;  m a n u fa c tu r a d o s  en î i n o ,  
c u a d r a d o s  de 55  cm de 1 ad o .
*  S o l u c i d n  de s a lm u e r a :  de 25  g r a d o s  Beaumè.
O t r o  m a t e r i a l  em p le a d o  en l a  f  a b r i  c a c i  dn de l o s  quesos  
i n c l u y d '  un cuchard 'n  de 60  cm de l a r g o  de l a t d h ,  u t i  l i z a d o
p a r a  a g i t a r  l a  l e c h e  t r a s  l a  a d i  c i  dn de l o s  o i  v e r s o s  
c o m p o n e n te s , un c o l a d o r  g r a n d s  de c o c in a  de a l u m i n i o ,  con 
fo rm a  c d n i c a ,  c u y o s  o r i f  i c i  os t e n i a n  un d i  f m e t r o  de 1 . 2  mm, 
a s i  como r e c i  p i  e n t e s  de p l d s t i c o  de 25  L de c a p a c io a d  en 
fo rm a  de cono t r u n c a d o  con 1 as m e d id a s  s i  gu i e n t e s  :
. a l t u r a ..........................................  30  cm
. d i  « m é t r o  s u p e r i o r ..............  38 cm
. d i ^ m e t r o  i n f e r i o r ..............  30  cm
P a r a  l a  toma de m u e s t r a s  se u t i 1 i z d  una sonda de q u e s o ,  de
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a c e r o  i n o x i d a b l *  con mango de m a d e ra ,  c u y a  l o n g i t u d  e r a  de  
124  mm.
B. 2 . 2 .  b . r ia y o n e s a .
a)  C o m e r c i a l e s :  se  e m p le a r o n  do s  m a rc a s  d i f e r e n t e s  
(d e n o m in a d a s  A y B) de  m ayonesas  c o m e r c i a l e s  que f u e r o n  
o b t e n i d a s  en e s t a b l  ec  i  mi e n t o s  de v e n t a  a l  p ia b l i c o  y
u t i 1 i z a d a s  a n t e s  de  su  f e c h a  de  c a d u c i d a d .  Lo s  e n v a s e s  e r a n
de v i d r i o ,  s i e n d o  su pe so  n e t o  de  7 0 0  g .
b) C a s e r a s :  f u e r o n  p r e p a r a d a s  en a l  1 a b o r a t o r i o ,  a 
b a s e  de l o s  i n g r e d i e n t e s  s i g u i e n t e s :
*  A c e i t e :  se  e l i g i e r o n  dos t i p o s  de a c e i t e s
que se a d q u i r i a n  en c o m e rc i  o s .  D e b id o  a l a  a u s e n c i  a 
de d i s p o n i b i 1 id a d  p e r m a n e n t e  d e l  t i p o  i  n i  c i  a l  de  
a c e i t e  u t i l i z a d o  en e l  m e rc a d o ,  hubo que u t i l i z e r  
v a r i a s  m a rc a s  d i  f e r e n t e s ,  s i  b i e n  l a  m a y o r f a  de 1 os  
e s t u d i o s  se  r e a l i z a r o n  p r e p a r a n d o  e l  p r o d u c t o  con
a c e i t e  de  una s o l a  m arca  p a r a  c a d a  t i p o .  No se  
v e r i f i c a r o n  e s t u d i o s  c o m p a r a t i v e s  e n t r e  l a s  
d i f e r e n t e s  m arc as  de a c e i t e .  S ie m p r e  s e  u t i 1 i z a r o n  
como m fn im o un mes a n t e s  de su f e c h a  de c a d u c i  d a d .
de g i r a s o l :  de c a l i d a d  " r e f i n a d o " .  La  
a c id e z  m ëxi ma i n d i c a d a  e r a  O .2 .*  F u e r o n  dos 1 as
m arcas e m p le a d a s .
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de o l i  v a :  m e z c la  de a c e i t e  de  o l i v a
v i r g e n  y de a c e i t e  de  o l  i va  re-f  i n a d o .  La  a c i d e z
mÂxima i n d i c a d a  f u e  en unos c a s o s  de 0 . 4 *  y en o t r o s  
de 0 . 8 * .  Se e m p le a r o n  dos m a rc a s .
*  V i n a g r e  de v i n o .
*  H u e v o s :  s e  e m p le a r o n  hu evo s  f r e s c o s  de
g a l l i n a  de  p r i m e r a  c a l i d a d  (6 0  g > , ad q u i r i  dos en l a
g r a n j a  de l a  E s c u e l a  S u p e r i o r  de A gr6nom os.
*  S a l
*  J a r a b e  de s a c a r o s a :  a n a d i d o  a l a  m ayonesa
una vez  p r e p a r a d a  p a r a  d i  smi n u i  r  su v i s c o s i d a d  y
m e j o r a r  l a  m a n e j a b i 1 i  d a d .  Se p r e p a r o  a l  6 2 .5 %
( p / v ) , a n a d i  endo 6 2 5  g de a z u c a r  co m e rc i  a l  a 37 5  ml
de agua d e s t i 1a d a , segun se a g i t a b a  en una p l a ç a
c a l e f a c t o r a d o t a d a  de a g i t a d o r  m a g n é t ic o  h a s t a  l a  
o b t e n c i i jn  de  un j a r a b e  t r a n s p a r e n t e .
Los u t e n s i 1 i o s  y m a t e r i a l  u t i l i z a d o  en l a  p r e p a r a c i d n  de  
e s t a s  m ayonesas f u e :
*  H o m e g e n iz a d o r  de b r a z o  v e r t i c a l  (B r a u n ,  
m o d e lQ V a r 1o ) .
*  B o t e s  de p l é s t i c o  t r a n s i u c i  do de 2 0 0  ml de
-107-
c a p a c id a d  ( lù O  x 55  mm), d o t a d o s  de ta p d n  de  
p l ^ e t i c o  con r o s e a .
B . 2 . 2 . C .  L e c h e  c o n d e n s a d a .
La l e c h e  co n d e n s a d a  s ie m p r e  t u v o  o r i g e n  c o m e r c i a l . Se 
e m p le a r o n  c u a t r o  m a rc a s  d i f e r e n t e s ,  d e s ig n a d a s  de l a  A a l a  
D , s i  b i e n ,  l a  m a y o r fa  de l o s  e s t u d i o s  s o b r e  e l  e f e c t o  de  l a s  
v a r i a c i o n e s  de l o s  d i s t i n t o s  p a r  «[metros se  r e a l  i  z a r o n  en l a  
m arca A. Se u t i l ! z a r o n  e n v a s e s  de  7 0 0  g y s ie m p r e  se  
e s t u d i a r o n  d e n t r o  d e l  mismo t r i m e s t r e  en que h a b i a  s i d o  
e n v a s a d o  e l  p r o d u c t o .
B . 2 . 3 .  CEPAS DE S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  
B . 2 . 3 . a .  Cepas e m p le a d a s
A f i n  de e s t a b l e c e r  l o s  p a r i m e t r o s  d e  p r o d u c e ! dn de l a s  
d i s t i n t a s  e n t e r o t o x i n a s  se  i n o c u l a r o n  c e p a s  p r o d u c t o r a s  oe  
1 as  mismas en 1 os  a l i m e n t e s .  E s t a s  c e p a s  son 1 as  que se  
enum eran en l a  t a b l a  M l ,  d é t a i l  a n d o s e  a s i  mismo l a s  
e n t e r o t o x  i  na s  s i n t e t i z a d a s  p o r  c a d a  un a  de  e l 1 a s .
B . 2 . 3 . P .  M a t e r ! a l  p a r a  v e r i  f  i  c a r  l a  p r o d u c e 1 6n de
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e n t e r  o t  ox i  nas
Se s i g u i o  l a  t é c n i c a  oe c e l  o f a n  s o b r e  a g a r  (HALLANDER e t  a l . ,  
1 9 65 )  p a r a  1o c u a l  se  em pleO :
*  Tubo de d i  i l i  s i  s ( S p e c t r a p o r )  d e  73  mm de  
d i i m e t r o  i n f l a d o  y 115 de d i d k e t r o  p i a n o ,  cu y a  
p a re d  e r a  de un g r o s o r  de  0 . 0 7 4  mm.
*  Agar de i n f u s i d n  de c o ra s d h  y c e r e b r o :  l a
composi c i  dn e s  l a  misma que l a  i n f u s i d n  de c o ra z o n  
y c e r e b r o  e x p u e s t a  en e l  a p a r t a d o  B . 2 . 4 . a . , a l a  
que se  i n c o r p o r a  15 g de a g a r  b a c t e r i  o l d g i  co
( O x o i d ) .  Se c a l l  e n t a  en bano de ag ua  en e b u l 1 i  c i  dn 
h a s t a  l a  t o t a l  d i s o l u c i d n  d e  l o s  co m p o n en tes  y sa  
e s t e r i 1 i z a  en a u t o c l a v e  a 120  •  C d u r a n t e  15 m in .
I r a s  e n f r i a r  e l  m e d io  de c u l t i v o  h a s t a  7 0 - 7 5 * C ,  se  
d i s t r i b u y e  en p l a ç a s  de p é t r i  de  p l i s t i c o  
e s t d r i 1 e s .
*  PO^HNaj. (O -O IM ,  pH 7 . 2 )
. P 0 . ,H N a i . 2 H ^ 0 ................. ........... 1 . 3 8  g
. ag ua  d e s t i l a d a ..................... 1000  ml
Se d i s u e l v e  l a  s a l  en e l  ag ua  y se a j u s t a  e l  pH con  
CIH  IN .
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B . 2 . 4 .  MATERIAL PARA EL RECUENTO DE MICRÜÜRGANISMQS
B . 2 . 4 . a .  M e d ic s  de c u l t i v e .
*  In - fu s id n  de c o r  aeon y c e r e b r o  (B H I)  (ADSA=MICR0) : 
C om po s ic1 on
. e x t r a c t o  de c o r a c d n  5 . 0  g
. e x t r a c t o  de c e r e o r o  1 2 . 5  g
. p r o t e o s a  p e p t o n a  1 0 . 0  g
. d e x t r o s a  2 . 0  g
. c l o r u r o  s d o i c o  5 . 0  g
. f o s - f a t o  d i s d d i c o  2 . 5  g
P r e p a r a c i d n :  se suspenden 37  g d e l  p r o d u c t o
d e s h : d r a t a d o  en 1000 ml de agua d e s t i l a d a  y t r a s  
m e c c l a r 1 os c o n c ie n c u d a m e n te  se d i s t r i b u y e n  en 
t u b o s .  Se e s t e r i 1 i za  e l  m edio  a 121" C d u r a n t e  15
♦ B H l - l e c h e :
Composi c i  6n y p r e p a r a c i d n ;
-  B H l;  se  pesan 37 g d e l  m ed io  d e s c r i  t o
an t e n  o r  men t e  , r e s u s p e n d i  éndose en 1 (lOO ml de agua
d e s t i l a d a  y d i s t r i o u y e n d o  en tu b o s  a r a c d n  de 5 ml
p o r  t u b o .
-  l e c h e  de s c re m a d a  en p o lv o  ( N e s t l é ) :  t r a s
d i l u i r  100 g en 1000 ml oe a g u a  se  p r o c é d é  
1g u a lm e n te  a d i s t r i b u i r  en t u b o s  con e l  mismo
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volum en que en e l  c a s o  a n t e r i o r ,
Una vez e s t e r i 1 i z a d o  en a u t o c l a v e  a 1 1 5 *C  d u r a n t e  
15 f f l inu tos  se  p r o c é d é  a i  n c o r p o r a r  en c o n d i  c i  on es  
a s ^ p t i  c a s  c a d a  t u b o  de BHI s o b r e  c a d a  tu b o  de  
l e c h e .
Como m ed io  de c u l t i v a  s e l e c t i v e  se  ha  em p le a d o  e l  a g a r  de  
B a i r d - P a r k e r , c u y a  c o m p o s ic io n  e s  l a  s i g u i e n t e :
*  Agar de B a i  r d —P a r k e r :
Composi c i  dn
-  M e d io  b a s e  (ADSA=MICRO)
. T r i p t o n a .................................................................10 .  û g
. E x t r a c t o  de c a r n e .......................................... 5 . 0  g
. E x t r a c t o  de 1 e v a d u r a .................................. 1 . 0  g
. P i r u v a t o  s c fd ic o .............................................1 0 . 0  g
. G l i c o c o l a .............................................................. 1 2 . 0  g
. C l o r u r o  de l i t i o ............................................. 5 . 0  g
. A g a r ............................................................  1 7 . 0  g
-  s o l u c i d h  de t e l u r i t o  p o t a s i  co  ( I X )
. T e l u r i t o  p o t a s i c o .........................................1 . 0  g
. agua  d e s t i l a d a ............................................. 100 ml
P r e p a r a c i  d n : T r a s  s u s p e n d e r  l a s  c a n t i d a d e s
p e s a d a s  d e l  m ed io  d e s h i  d r  a t a d o  en 10 00  ml de agua  
d e s t i l a d a  s e  l l e v a  a e b u l 1 i  c i  dh . Se e s t e r ! 1 1 za  en
: ut OTE C A
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â u t o c l a v e  a l 2 l “ C d u r a n t e  15 m in u ta s  y se  e n - f r i a  a 
4 5 - 5 0  * C. Una vez  a e s t a  t e m p e r a t u r a  se  i n c o r p o r a  
una yema de huevo a s é p t i c a m e n t e  s e p a r a d a  de l a  
a lb u m in a  y p r e v i a m e n t e  d i 1u i d a  en 10 ml de  agua de  
p e p to n a  e s t é r i l  a l  1%. T a m b ien  se  a d i c i o n a n  10 ml
de t e l u r i t o  p o t a s i c o  a l  IV . , e s t e r  i  1 i zan do  a t ra v e rs  
de un f i l t r o  a c o p l a b l e  a j e r i n g u i l i a  ( S a r t o r i u s ,  
M i n i s a r t ,  0 . 2 2  p m ) . Se m e z c la n  c u id a d o s a m e n t e  to d o s  
l o s  co m p on entes  y se  d i s t r i b u y e  en p l a ç a s  de p é t r i ,  
a r a z â n  de 12 a 15 m l / p l a c a .
*  A ga r  de r e c u e n t o  en p l a ç a  (M ICRO=ADSA):
Composi C ld n
. P e p to n a  de c a s e i n a ......................................... 5 . 0  g
. E x t r a c t o  de 1 e v a d u r a ....................................2 . 5  g
. D e x t r o s a    1 . 0  g
. A g a r .............................................................................1 5 . 0  g
P r e p a r a c i  dn: Se p r o c e o e  como se  expone a r r i b a .
♦  A gar  s a n g r e
-  Agar ba s e  p a r a  a g a r  s a n g r e  (M 1CR0*ADSA);
C om po s ic1 dn
. P e p t o n a  de c a s e i n a ....................................... 1 2 . 0  g
. P e p to n a  de c a r n e ....................................... . . 1 1 . 0  g
. A lm id d n ....................................................................... 1 . 5  g
. C l o r u r o  s d d i c o .................................................... 5 . 0  g
. A g a r  1 5 . 0  g
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. Agua d e s t i l a d a .............................................. 9 5 0 . 0  ml
-  S a n g re  de c a r n e r o  d e s f i b r i n a d a  ( M a t e r i a l e s  y 
R e a c t i  v o s )  e n v a s a d a  en f r a s c o s  de 100  m l .
P r e p a r a c i d n :  T r a s  l l e v a r  e l  m e d io  a e b u l 1 i c i 6n
se  e s t e r i 1 i z a  a 1 2 l^ C  d u r a n t e  15 m in .  Se e n f r f a  a
4 5  6 50^C y s e  an ad e n  5 0  ml de  s a n g r e  d e s f i b r l n a d a
de c a r n e r o .  Se m e z c la  c u id a d o s a m e n t e  y se  
d i s t r i b u y e  en p l a ç a s .
*  M e d io  p r o p u e s t o  p o r  Nunez < 1 9 8 0 ) :
Composi c i  dh
. G lu c o s a ..................................................................... 5 . 0  g
. Bac t o  p e p t o n a  (D i  f  c o ) ............................... 5 . 0  g
. E x t r a c t o  de 1e v a d u r a  ( O x o i d )   5 . 0  g
. E x t r a c t o  de c a r n e  ( O x o i d ) ....................  5 . 0  g
. F o s f a t o  d i s d d i c o . . ....................................... 2 . 0  g
. Agar ( O x o i d ) .......................................................  10 g
P r e p a r a c i  dn: t r a s  p e s a r  l o s  co m p on entes  se
0 1 s u e lv e n  en 1000  ml de a g u a  d e s t i l a d a ,  p r o c e d i e n d o  
a a j u s t a r  e l  pH a 7 . 0  p a r a  e s t e r i 1 i z a r  a
c o n t i n u a c i d h  en a u t o c l a v e  a 1 2 1 *  C d u r a n t e  2 0  
m in u t o s .
B . 2 . 4 . 0 .  D i l u v e n t e
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Como d i l u y e n t e  se  ha em p le ad o  en to d o s  l o s  ca so s  ag ua  de 
p e p to n a  a l  IV..
Composi C ld n :
. B a c to  p e p to n a  ( D i f c o ) ..............................1 0 . 0  g
. agua  d e s t i l a d a ........................................... 1000  ml
P r e p a r a c i ( f n :  T r a s  d i s o l v e r  1 as  c a n t i d a d e s
p r é c i s a s  se  d i s t r i b u y e  en t u b o s  a r a z d n  de 9 d lO  
ml en ca d a  u n o ,  que son e s t e r i  1 i z a d o s  a l 2 f  C 
d u r a n t e  15 m in u t o s .
P a r a  l a s  d i 1u c io n e s  r e a l i z a d a s  en 1 as  m u e s t ra s  de  
mayonesa y de queso se  a d i c i o n d  Tween 20  (M erc k )  en - 
l a  p r o p o r c i  dn 0 .  IV..
B . 2 . 5 .  MATERIAL PARA LA PRODUCEION DE ANTISUEROS ESPECIFICOS
Los r e a c t i v e s  que se  u c i l i c a r o n  p a r a  l a s  p r u e b a s  s e r o l 6 g i cas  
f u e r o n  en p a r t e  c e d id o s  p o r  e l  D r .  B e r g d o l 1 (Food R e s e a r c h  
I n s t i t u t e ,  Uni v e r s i d a d  de W is c o n s in ,  M a d is o n )  y en p a r t e  
p r o d u c id o s  po r  n o s o t r o s  mism os, b i e n  en e l  c e n t r e  a n t e r i o r  
a s i  como en e l  D e p a r t a m e n t o  de M i c r o b i o l o g i e  de l a  F a c u l t a d  
de V e t e r i n a r i a .  El m a t e r i a l ,  t a n t o  b i o l d g i c o  como q u fm ic o  y 
oe l a b o r a t o r i o ,  em p le a d o  f u e  e l  que a c o n t i n u a c i 6 n
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d e t a l 1 amos.
B . 2 . 5 . a .  A n im a le s  de e>; p e r  i  ment a c i  dn
Se u t i l i z a r o n  c o n e j o s  hem bra de r a z a  Nueva Z e la n d a  de  t r è s  
meses de edad y un p e s o  a p r o x im a d o  de 3 kg a l  co m enzar  l a
e x p e r i e n c i a  o b t e n i d o s  de una g r a n j a  d i p lo m a d a ,  a d s c r i t a  a l a  
U n i v e r s i d a d  de W is c o n s in  en M a d is o n  ( E E . U U . ) o de l a  g r a n j a  
d e l  CRIDA 0 6 .  En e l  D e p a r t a m e n t o  de M i c r o b i o l o g f a  de  1 a
F a c u l t a d  d e  V e t e r i n a r i  a de  M a d r id  se  h i  c i  e r o n  t r e s  l o t e s .
F u e ro n  a l o j a d o s  en j a u l a s  de a c e r o  i n o x i d a b l e  e le v a d a s  d e l  
s u e l o  y d o t a d a s  de b e b e d e r o s  a u t o m é t i  co s  y co m ederos  
a c o p l a b l e s  con t o i  v a .  T a n t o  e l  s u e l o  como 1 as  p a r e d e s  y e l  
t e c h o  de l a s  j a u l a s  e s t a b a  c o n fo rm a d o  po r  un e n r e j a d o  que
p e r m i t i a  unos o r i f i c i o s  c u a d r a d o s  de 2 cm^. D ic h a s  j a u l a s  se
u b i caban en l o s  b o x e s  an e x o s  a l o s  1 a b o r a t o r i  os d e l
D e p a r t a m e n t o ,  p r o v i s t o s  de 1uz n a t u r a l  y de  c a l e f a c c i  dh 
c e n t r a l . La  l i m p i e z a  se  e f e c t u a b a  de fo rm a  s e m a n a l , e x c e p t o  
en l o s  meses da v e r a n o  cu and o  se  h a c i a  dos v e c e s  p o r  se m a n a , 
p o r  m ed io  de m an q u eras  a c o p l a d a s  a un g r i f o  de agua  
c o r r i e n t e ,  e l i m i n a n d o  l e s  r e s i d u o s  po r  e l  s u m id e r o  d e l  que
d i s p o n i a n  l o s  b o x e s .
Los a n i m a l e s  e r a n  a l i m e n t a d o s  con p i e n s o  e s p e c i a l  p a r a
c o n e j o s  de l a  f i r m a  "SANDERS, S . A . " .  Las c a r a c t e r T s t i c a s  d e l
mismo son l a s  que se  d e t a l 1 an a c o n t i  n u a c id n :
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. hum edad 1 3 . 0  %
. p r o t e f n a  b r u t a ........................................................................1 6 . 0  */.
. g r a s a  b r u t a  2 . 3  %
. f i b r a  b r u t a  1 4 . 0  %
. a l m i d o n e s  2 4 . 0  %
. a z d c a r e s  t o t a l e s .  . . . 3 . 6  %
. c e n i z a s  t o t a l e s  9 . 0  %
. v i t a m i n a  A ...........................................................................1 5 000  U l / k g
. v i t a m i n a     2 0 0 0  U l / k g
. c a l c i o  1 . 6  %
. f 6 s f o r o   0 . 7  %
. c l o r u r o  s d d i  c o ......................................................................... 0 .  53%
. a n t i  ox i d a n t e  (R eg . D6PA No 2 4 2 1 7 ) .........................125 ppm
L a s  e n t e r o t o x i  na s  p u r i  f  i c a d a s  de p a r t i  da - fueron am ab lem ente
c e d i  d a s  p o r  e l  O r .  B e r g d o l 1 ,  s i  endo su g ra d o  de p u r e z a  d e l  
9 5 -9 8 % .  segun se  d e t e r m i n d  p o r  l a  p r e s e n c i  a de una iXnica  
ba n d a  en g e l  es  con d o d e c i l  s u l f a t o  s o d i c o ,  a s i  como p o r  una  
s o l a  l i n e a  de p r e c i  p i  t a d o  cuando se  e n - f r e n ta b a  l a  t o x i n a  p u r  a 
en p l a ç a s  de d i  f  u s i  (^n d o b le  en g e l  de  a g a r  a a n t i  c u e r p o s  
e s p e c f - f  1 cos i  g u a l  m ente  do nados p a r  e l  D r .  B e rg d o l  1.
O t r o  m a t e r i a l  e m p le a d o  en l a  i n o c u l a c i t f n  de l o s  a n im a le s  f u e  
PBS 0 . 0 1  M, pH 7 . 2  (c u y a  c o m p o s ic id n  se o - frece  en e l  a p a r t a d o  
B . 2 . 5 . b . ) ,  a d y u v a n t e s  c o m p le to  (ACF) e in c o m p le t o  de F re u n d  
(A iC F )  (D i - fc o )  , j e r i n g u i  11 as e s t e r i  l e s  de p l a s t i c o  de 5 ml de  
c a p a c i Pad ( F a b e r s a n i t a s )  y a g u ja s  e s t d r i l e s  ( 3 8 x 8 ) .
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B . 2 . S . b .  E x t r a c c i 6 n  de s a n g r e  y o b te n c ic fn  d e l  s u e r o
A e s t e  - f in  se  u t i l i z e d  una c a  j a  d i  sen ad a p o r  n o s o t r o s  
e s p e c i a l  m en te  p a r a  e s t e  o b j e t o .  D ic h o  c o n t e n e d o r  f u e  
- f a b r ic a d o  en m a d e ra .  La a b e r t u r a  e r a  s u p e r i o r ,  y se c e r r a b a  
con una t a p a  a r t i c u l a d a  p o r  b i s a g r a s ,  a j u s t i n d o s e  en l a  p a r t e  
c r a n e a l  con una a r g o l 1 a. A si  mismo e s t a b a  d o ta d a  de dos  
o r i - f i c i o s  p a r a  l a  e x t e r i o r i z a c i 6 n  de 1 as  o r e j a s .
Oe g r a n  u t i l i d a d  en l a  e x t r a c c i  on de s a n g r e  -fueron  l a s  a g u j a s  
de c a l i b r e  0 . 9  d e s p r o v i s t a s  d e l  cono de p l â s t i c o  de a j u s t e  a 
l a  j e r i n g a .  E l  cono se  r e t i r a b a  a l a  l l a m a  con ayuda de u n as  
p i n z a s  y un p a r  de a l i c a t e s .  P o s t e r i o r m e n t e , se  e s t e r i 1 i z a b a n  
l a s  a g u j a s  en e l  a u t o c l a v e  a 120^C d u r a n t e  15 m in u to s .
Los r e a c t i v o s  y m a t e r i a l e s  r e s t a n t e s  i n c l u f a n  x i l o l ,  a l c o h o l  
e t i l i c o ,  a lg o d d n  h i d r d - f i l o  y p i n z a s  de p r e s i d n  c o n t i n u a .  Se  
e m p le a r o n  tu b o s  de e n s a y o  de 143 x 16 mm a l o s  que se  p o d f a  
a j u s t a r  t a p o n e s  de p l d f s t i c o .
B . 2 . S . C .  T i t u l a c i d n  d e l  s u e r o .
E l  m a t e r i a l  em p le a d o  p a r a  v a l  o r a r  e l  n i v e l  de a n t i  c u e r p o s  en  
l o s  s u e r o s  ex t r a i  dos f u e  de dos t i p o s :  po r  una p a r t e ,  se  
SI g u i d  l a  t é c n i c a  de d o b l e  d i  f u s i  dn en p l a ç a  con s e n s i b i l i d a d  
6 p t i  ma. p a r a  1o c u a l  se  u t i l i z d  e l  m a t e r i a l  d e s c r i  t o  en e l
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a p a r t a d o  c o r r e s p o n d ! e n t e  ( B . 2 . 7 . b . ) ;  p o r  o t r a ,  a p l i  camos 
t a m b ie n  l a  t é c n i c a  de d i  f u s i  dn s e n c i l l a  en t u b o s .  La 
e n u m e ra c i  din y p r e p a r a c i  dn d e l  m a t e r i a l  e m p le a d o  p a r a  e s t a
u l t i m a  es  l a  que s ig u e :
*  A gar  de  in m unod i f u s i d n :
-  d i l u y e n t e  (PBS, 0 . 0 2  M, pH 7 . 4 )
. PO^HNaj^.CH^O............................................. 2 . 7 6  g
. C lN a ...................................................................9 . 0  g
. H^O d e s t i l a d a .............. .. 1000  ml
. m e r t i o l a t o  s é d i c o  ( S i g m a ) ............. 0 . 1  g
E l  pH s e  a j u s t a  a 7 . 4  con C IH  IN
P r e p a r a c i d n :  Se d i l u y e n  0 . 6  g de a g a r  N o b le  ( D i f c o )
en 100  ml d e l  d i l u y e n t e  y se  l l e v a  a e b u l 1 i  c i  6n en  
una p l a ç a  c a l e f a c t o r a  con a g i  t a d o r . Cuando se  
o b te n g a  una so l  u c i  dh t r a n s p a r e n t e  se  - f i l t r a  a
t r a v d s  de un p a p e l  de f i l t r o  Whatman No 2 h a c ie n d a  
uso de un s is t e m a  embudo Buchnei— m a t r a z  K i t a s a t o ,  
con l a  a y u d a  de una bomba de vaci"o p a r a  f o r e  a r  e l
a g a r  que se  f i l t r e  m is  r é p i d a m e n t e  y a s i  e v i t a r  su
s o l i d i f i c a c i d h  s o b r e  e l  p a p e l . P o s t e r i  o r m e n t e  se  
d i s t r i b u y e n  vo lu m e n e s  de 3 0  ml en f r a s c o s  de  50  ml 
de c a p a c id a d  que s e  pueden a lm a c e n a r  a t e m p e r a t u r a  
ambi e n t e .  En e l  momento de su uso se  f u n d e  e l  a g a r  
en un bano de agua en e b u l l i c i d h ,  p a r a  a s i
i n t r o d u c i r l o  en o t r o  en donde l a  t e m p e r a t u r a  d e l  
agua o s c i l e  e n t r e  50  y 5 2 * C.
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*  Tubos de O u d in .  En e s t a  t é c n i c a  se  
u t i l i z a r o n  t u b o s  de 5  mm de d i é m e t r o  i n t e r n o  y 9 cm 
de l o n g i t u d .  P r e v i  a m en te  a su uso s e  l a v a b a n  en una  
s o l u c i  dn d e t e r g e n t e  y se  a c l a r a b a n
c o n c i e n z u d a m e n t e , ya  que l o s  r e s t o s  de c u a l q u i e r  
m a t e r i a l ,  o r g i n i c o  o i n o r g é n i c o ,  p o d f a n  i n t e r - f e r i r  
l a  r e a c c i û n .  Se tom aban 5 6  6  t u b o s  en l a  mano y 
con una p i p e t a  P a s t e u r  a l a  que s e  a c o p l a b a  un 
s u c c io n a d o r  da  p l é s t i c o  s e  a n a d f a , h a s t a  0 . 5  cm d e l  
b o rd e ,  a g a r  f u n d i d o  y en-f r i  ado a l a  t e m p e r a t u r a  de  
50 ** C. T r a s  unos i n s t a n t e s  s e  r e t i r a b a  e l  a g a r  con  
l a  p i p e t a  P a s t e u r  y se  r e i n c o r p o r a b a  a l  f r a s c o ,  
d e p o s i  t a n d o  l o s  t u b o s  en una g r a d i l i a  s u m e rg id a  en 
un bano de ag ua  con h i  e l o ,  de  fo rm a  que quedasen  
c u b i e r t o s  en  3 / 4  p a r t e s  de su l o n g i t u d .  E s t a  
o p e r a c ié n  s e  r e p e t i a  con t o d o s  l o s  t u b o s  que se  
f u e r a n  a u t i l i z a r  en l a  e x p e r i  e n c i a .  A s i  l a s  
p a r e d e s  i n t e r n a s  quedaban r e c u b i  e r t a s  y l a  
a d h e s iv id a d  e n t r e  e l  a g a r - s u e r o ,  c u y a  p r e p a r a c i  dn 
se d e s c r i b e  en e l  a p a r t a d o  B . 3 . 5 . C . ,  e r a  p e r f e c t s ,  
e v i  té n o o s e  que l a  s o l u c i  dn de a n t i g e n o  s e  f i l t r a r a  
e n t r e  e l  v i d r i o  y e l  a g a r - s u e r o .
A c o n t i n u a c i  dh se r e t i r a b a n  1 os t u b o s  d e l  bano de  
h i e l o  y se d e p o s ic a b a n  e n t r e  dos h o j a s  de p a p e l  de 
f i l t r o  p a r a  e l i  mi n a r  l a  humedad e x t e r n a .  La t é c n i c a  
de l a  d i f u s i é n  s e n c i l l a  en g e l  se  d e s c r i b e  en e l  
a p a r t a d o  B . 3 . 5 . C .
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B . 2 . 3 . d .  P u r i f i c a c i 6 n  d e l  s u e r o
L o s  r é a c t i v e s  y p r o d u c t o s  que se  e m p le a r o n  en e s t a  t é c n i c a  
f u e r o n :
♦  S o l u c i 6 n  s a t u r a d a  de s u l f a t o  a m d n ic o :  p a r a  
su p r e p a r a c i  dn se  a n a d i ô  a 100  ml de agua  d e s t i l a d a  
SOi  ^ (NH^) 2  h a s t a  que se  a p r e c i a P a  que se  h a p f  a 
a l c a n z a d o  e l  g r a d o  de s a t u r a c i d n .
♦ PBS Û .O IM ,  pH 7 . 2 :
. PO^HNa^ . 2 H2 0 .........................................1 . 3 8  g
. C l N a .................................................................9 . 0  g
. Agua d e s t i l a d a ............................... 10 00  ml
T r a s  d i s o l  v e r  l o s  c o m p o n en tes  se a j u s t a  e l  pH a 7 . 2  
con Cl H 6N . Se c o n s e r v a  a t e m p e r a t u r a  de  
r e f r i g e r a c i d n .
♦ C lN a  0 .8 5 % ,  pH 8 . 0
♦ P o l 1 e t i 1 en g l i c o l  20M ( F l u k a ) :  Se a n a c e  una  
p a r t e  de ag ua  a c a o a  c i n c o  de p o l 1 e t i 1 en g l i c o l .  Se 
m e z c la  l i g e r a m e n t e  con una b a r r i  t a  ce  v i d n o .
♦ B u f f e r  c a r b o n a t o  0 . 0 1  M, pH 9 . 6  
-  s o l u c i  dn A:
. C O ïH N a..............................................................2 . 5 2  g
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. agua  d e s t i l a d a ...........................................3  L
-  s o l u c i  dn B:
. C O j N a i ................................................................ 1.  5 9  g
. agua  d e s t i l a d a ...........................................1 . 5  L
P a r a  su p r e p a r a c i  dh se  a n ad e  l a  s o l u c i  dn B a l a  
s o l u c i d n  A a l a  ve z  que se m e z c la  con e l  a g i t a d o r  
m a g n d t ic o  h a s t a  a l c a n z a r  e l  pH r e q u e r i  do .
*  Columna de v i d r i o  ( P o b e l )  p a r a
c r o m a t o g r a f l ’a:  de 100 x 4 cm, d o ta d a  de 11 av e  de
t e f l 6 n  d e l  t i p o  de a g u j a  a l a  que se  a j u s t é  un tu b o  
de s i l i c o n a  con o t r a  11 a v e  de Mohr con e l  o b j e t o  de  
f a c i l i t a r  l a  g r a d u a c id n  d e l  - f l u j o .
♦  S e p h â c r y l  S - 2 0 0  ( P h a r m a c i a ) :  su p r e p a r a c i d h  
se l l e v d  a t é r m i n o  s i  g u i  endo 1 as i n s t r u c c i ones d e l  
f a b r i c a n t e .  Se s u s p e n d id  1500  g de r é s i n a  en 4 . 5  L 
oe PBS, a g i  ta n d o  c o n s t a n t e m e n t e  con una b a r r a  de  
v i d r i o  d u r a n t e  unos c i n c o  m in u t o s .  T r a s  una h o r a  l a  
r é s i n a  se h a b i a  s e d i  m e n ta d o ,  p r o c e d i  dndose a 
e l i  mi n a r  a l  b u f f e r . Se e f e c t u d  un c i l  c u l o
ap ro x  i mado b e l  vo lum en de r é s i n a  s e d i  m entada  
( a l r e d e d o r  de 1700 m l ) y se  a n a d i o  e l  30% d e l  mismo 
de PBS (unos 6 0 0  m l ) ,  g u a rd a n d o  l a  p r e c a u c id n  de  
que no p r e s e n t e r a un a s p e c t o  t a n  e s p e s o  que  
q u e d a ra n  b u r b u j a s  a t r a p a d a s .  La co lum na se  l l e n â  
con l a  r é s i n a  a s i  p r e p a r a d a , r e m o v ié n d o la  en e l  
c o n t e n e d o r  con f r e c u e n c i a  con l a  b a r r i t a  de v i d r i o .
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a f i n  de f a c i l i t a r  l a  s u s p e n s id h  homogénea. La  
11 av e  de l a  co lu m n a  p e r m a n e c ia  a b i e r t a  a to d o  1o 
l a r g o  d e l  t ie m p o  que durd" e l  11 en ao o .
Una vez  i n c o r p o r a d a  l a  t o t a l i d a d  de l a  r é s i n a  se  
a j u s t é  e l  vo lum en  de PBS de fo rm a  que su n i v e l  
q u e d a ra  a t r e s  c e n t T m e t r o s  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de  
l a  r é s i n a ,  c e r r é n d o s e  con un ta p d n  de s i l i c o n a  d e l  
tam ano a d e c u a d o .  A t r a v d s  de e s t e  se  h i zo  p a s a r  una  
a g u j a  p a r a  uso p a r e n t e r a i  (3 8  x 8 )  a j u s t a n d o  en su 
cono una gorna de s i l i c o n a  c o n e c ta d a  con un 
c o n te n e d o r  de 2 L que se  r e l l e n a n a  con e l  b u f f e r  
e l u e n t e .
Cada mes se  p r o c e d i a  a e s t e r i 1 i z a r  l a  r é s i n a  en e l  
a u t o c l a v e  a 121*C  d u r a n t e  15 m in u t o s ,  r e l 1enando a 
c o n t i  n u a c i d n  l a  c o lu m n s  en l a  fo rm a  d e s c r i  t a .
♦ C û l e c t o r  de f r a c c i  ones  (Shandon S o u t h e r n ,  
Model o 24Ci5) con c a r r u s e l  p a r a  110 tu b o s  de 120 >;
*  E s p e c t r o f o t é m e t r o
*  L i c f i l i z a d o r  ( S p ee d i v a c —Gauge, M o d e lo 8 5 ) .
*  Tubo de d i o T l i s i s  (S e r v a )  : se  e m p le a r o n  tu b o s  
oe d i o l i s i s  de dos d i é m e t r o s  d i f e r e n t e s :
—1 23—
. t i p o  6 / 3 2 :  d i « m é t r o  p i a n o  10 mm.
. t i p o  2 7 / 3 2 :  d i é m e t r o  p i a n o  3 2  mm.
En ambos c a s o s  e l  r a d i o  m e d io  d e l  p o r o  es  de 2 4  
a n g s t r o m s ,  y e l  l i m i t e  de e x c l u s i o n  o s c i l a  e n t r e  
8 0 0 0  y 15000 d a l t o n .
P a r a  p r e p a r a r  e s t o s  t u b o s  p a r a  su uso  s e  c o r t a b a n  
l o n g i t u d e s  a d e c u a d a s  d e l  mismo y se  s u m e r g ia n  en un 
va s o  de p r e c i p i  t a d o  con a g u a  en e b u l 1 i  c i  6n d u r a n t e  
5 m in u t o s .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  s e  r e t i r a b a n  
d e l  r e c i p i e n t e  y f r o t a n d o  l i g e r a m e n t e  un e x t r e m o  se  
s e p a r a b a n  ambas p a r e d e s .  Se a n u d a b a  en e l  o p u e s to  y 
se r e l 1en aba  con agua c o r r i e n t e  a f i n  de  co m p ro b ar  
l a  a u s e n c ia  de p i c a d u r a s .  T r a s  v a c i a r l e  de  nu evo s e  
p r o c e d i a  a l l e n a r l e  con l a  m u e s t r a  a  d i  a l i  z a r , 
anudando e l  e x t r e m o  y a t a n d o  a l r e d e d o r  un c o r d e l  
d e l  que pendTa l a  i d e n t i f i c a c i d n .
B . 2 . 5 . e . M arcado  de l a s  i n m u n o g l o b u l i n a s  con p e r o x i d a s a
Una de 1 as t é c n i c a s  de d e t e c c i 6 n  de e n t e r o t o x  i  na s  que 
em pleam os f  ue e l  m étodo E L IS A .  P a r a  e s t e  se  r e q u e r i ' a  que l o s  
a n t i c u e r p o s  e s t u v i e r a n  c o n ju g a d o s  con e l  e n z im a  de e l e c c i é n ,  
que en n u e s t r o  ca s o  f u e  l a  p e r o x i d a s a .  Los m a t e r i a l e s  
n e c e s a r 1 os p a r a  e s t e  m arcado  son l o s  que a c o n t i  n u a c i  dh se  
d e t a l 1 a n .
♦ P e r o x id a s a  <h o r s e - r a d i s h  p e r o x i d a s e ,  HRPO)
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( S i g m a ) , t i p o  V I .
*  B i c a r b o n a t o  s 6 d i c o  0 . 3  M, pH 8 . 1 .
. C O jH N a ...........................................................1 2 . 6  g
. ag ua  d e s t i l a d a ..................................5 0 0  ml
E l  pH se  a j u s t a  con C IH  IN  y con NaOH 2N.
*  F l u o r o d i n i t r o  b e n ce n o  (FDNB) ( F l u k a ) .  Se 
p r é p a r a  d i  s o l v i e n d o  1 g en 100 ml de a l c o h o l  
a b s o l u t o .
*  m - P e r i o d a t o  s ô d ic o  (S ig m a) Û .08 M : p a r a  su  
p r e p a r a c i  dn d i s o l v i m o s  0 . 8 5 6  g en 50  ml de agua  
d e s t i 1a d a .
*  E t i 1 en g l i c o l  ( M e r c k ) 0 . 16M en agua
d e s t i l a d a :  d i l u i r  0 . 9  ml de e t i 1 en g l i c o l  en 9 . 1  ml
de agua d e s t i l a d a .
*  B o r o h i d r a t o  s 6 d i c o  ( F l u k a )
*  B u f f e r  c a r b o n a t o  s d o i  co O .O IM ,  pH 9 . 5 .
-  S o l u c i d n  A:
. C0 3 ,HNa........................................................0 . 8 4  g
. agua  d e s t i l a d a ........................... lOOO ml
-  S o l  u c i  dn B:
. C O jN a ^ ...............................   . . . . 1 .  06 g
. agua  d e s t i l a d a . ........................ 10 0 0  ml
- 1 2 5 -
P a r a  su p r e p a r a c i  én se  a n ad e  l a  s o l  u c io n  B s o b r e  l a  
s o l u c i d h  A a l a  vez  que se  a g i t a  c o n s t a n t e m e n t e ,
h a s t a  que se  a l c a n c e  e l  pH d e s e a d o .
♦ B u f f e r  f o s f a t o  s d d i  co (PBS) O .Û IM ,  pH 7 . 2  
. POüiHNa^. 2H2 0 ............................................1 . 7 8  g
. C l N a ................................................................. 9 . 0  g
. ag ua  d e s t i l a d a ............... . . . . . 1 0 0 0  ml
El pH se  a j u s t a  con Cl H I N .
*  S e r o a lb u m i  na b o v in a  (BSA) (S ig m a ,  R IA
grad eX
*  A g i t a d o r  o r b i t a l  ( J u n i o r  O r b i t  S h a k e r , Lab  
L i n e  I n s t r u m e n t s ,  I n c . )
♦ Agi t a d o r  m a g n é t ic o .
B . 2 . 6 .  MATERIAL PARA LA EXTRACCION DE ENTEROTOXINAS A PARTIR  
DE LOS A L I MENTOS
Los r e a c t i  vo s  que se  e m p le a r o n  p a r a  l a  e x t r a c c i d n  de  
e n t e r o t o x  i na a p a r t i r  de l o s  a l i m e n t o s  f u e r o n  l o s  s i  g u i  e n t e s ;
*  Cl H 6N
♦ NaOH 5N
—1 26—
*  C lo r o f o r m o
*  Amber1 i t a  CG -50; d i c h a  r é s i n a  de 
i n t e r c a m b i o  i d n i c o  se  p r é p a r é  s u s p e n d !e n d o  100 g en 
1 . 5  L de  agua  d e s t i l a d a .  Se a h a d i o  NaOH 5N con
a g i t a c i d n  h a s t a  que se  a l c a n z d  un pH de 12 .  Se
m antuvo  a g i  t a n d o  d u r a n t e  una h o r a , t r a n s c u r r i d a  l a  
c u a l  se  1 a v d  r e p e t i d a m e n t e  con dos l i t r o s  de agua  
d e s t i l a d a .  L a  r é s i n a  l a v a d a  v o l v i d  a s e r  s u s p e n d id a  
en 1 . 5  L de  agua d e s t i l a d a .  T r a s  r e p e t i r  e l  p r o c e s o  
con Cl H 6N h a s t a  pH 2 . 0  se  a g i t é  a t e m p e r a t u r a  
a m b ie n te  d u r a n t e  una h o r a  y se l a v é  con 3 L de agua
d e s t i l a d a  h a s t a  que ad q u i  r i  6 e l  v a l o r  de pH de
é s t a .
Medi a n t e  ta m p é ’n de f o s f a t o  s é d ic o  0 . 0 0 5  M y pH 5 . 6  
se  é q u i l i b r é  l a  r é s i n a ,  a j u s t a n d o  e l  pH con NaOH 5N 
cuando e s t e  e r a  i n f e r i o r  a e s t e  v a l o r .
*  F o s f a t o  d i  s é d i  c o ,  0 . 15M + C lN a
POijHNaj,. 1 2H2.0.................................... 2 6 . 8  g
. C l N a ................................................................ 4 . 5  g
. a g u a  d e s t i l a d a ...............................5 0 0  ml
*  A g a r  p u r i f i c a d o  ( D i f c o )
♦  T r  i  p s i n a  ( S i g m a )
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Los a p a r a t o s  u t i 1 i z a d o s  i n c l u y e r o n  p r i n c i p a l  m ente  
una bomba de v a c f o  (G e n e r a l  E l é c t r i c a ) ,  a g i  t a d o r e s  
m a g n é t ic o s ,  c e n t r f f u g a  ( S o r v a l , R C - 5 B ) ,
1 i  o f  i 1 i  z a d o r  ( S p e e d i  v a c - G a u g e , M o d e lo 6 5 ) .  O t r o  
m a t e r i a l  e m p le a d o  c o n s i s t i a  en tu b o s  de d i é l i s i s  
( S e r v a ,  t i p o  2 7 / 3 2 ) ,  m a t r a c e s  K i t a s a t o  y embudos  
B u c h n e r .
B . 2 . 7 .  MATERIAL PARA EL ANALI S I S  DE ENTEROTOXINAS
B . 2 . 7 . a .  T é c n i c a  de l a  d o b l e  d i  f u s i  dn en g e l  de  a g a r  en 
m i c r o p o r t a
El m a t e r i a l  e m p le ad o  es  e l  que se  d e t a l l a  a c o n t i n u a c i é h .
♦ P o r t a o b j e t o s  de v i d r i o  de 7 . 5  x 3 . 5  cm.
♦  C i n t a  a i  s i  a n t e
♦ Agar p a r a  e l  r e c u b r i m i e n t o  de l o s  p o r t a s ;  Se 
d i s u e l v e n  2 g de a g a r  b a c t e r i o l é g i c o  (O x o id )  en 
1000  ml de agua d e s t i l a d a  en e b u l l i c i d h  y se a g i t a  
h a s t a  que se  o b te n g a  una s o l u c i d n  t r a n s p a r e n t e .  Se  
d i s t r i b u y e  en f r a s c o s  con ta p o n  de r o s c a  de 50  ml 
de c a p a c i d a d ,  y una vez  p r e p a r a d o s  se a lm a c e n a n  a 
t e m p e r a t u r a  a m b ia n t e .  Cuando se r e q u i e r e  e l  a g a r  se
—  128 “
■funde en un baTio oe agua a 1 0 0 *C .
*  Agar  de i  nmunodi f u s i d h :
C om po s ic i  d n :
-  d i l u y e n t e ;
. c l o r u r o  s d d i  c o .......................................... 6 . 5  g
. m e r t i o l a t o  s d d i  co  ( S i g m a )  0 . 1  ml
. b a r b i t a l  s d d i  co  ( M e r c k ) . . . . . . . 6 . 0  g
. agua  d e s t i l a d a .............................. 10 0 0  ml
A j u s t a r  e l  pH a 7 . 4  con Cl H IN .
-  a g a r
. a g a r  N o b le  (D i  f  c o ) ............................. 12 . 0 g
. d i l u y e n t e   10 00  ml
P r e p a r a c i  d n : Se i n c o r p o r a  e l  a g a r  a l
d i l u y e n t e  c a l i  e n t e , 1 1 e v « n d o lo  a e b u l 1 i c i 6n s o b r e
un a g i t a d o r  con p l a ç a  de c a l e n t a m i  e n t o .  Cuando se
o b te n g a  una s o l u c i d n  t r a n s p a r e n t e  se f i l t r a  a
t r a v é s  de p a p e l  Whatman No 1 h a c ie n d o  uso de un 
embudo B u c h n e r , un m a t r a z  K i t a s a t o  y  una bomba oe
v a c i o .  Se a lm a c e n a  en f r a s c o s  de 50  ml a
t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  h a s t a  su us o .
*  P l a n t i l l â  de p l e x i g l a s ^  c u y a s  d i m e n s i ones y 
c a r a c t e r r = t i c a s  se o e t a l 1 an en l a  f i g u r a  M3.
B . 2 . 7 . b . T e c n i c a  d e  d o b l e  d i  f u s i d n  e n  g e l  d e  a g a r  d e
s e n s i b i l i d a d  o p t i m a  en  p l a ç a s  ( O . S . P . )
- 1 2 9 -
F a ra  e l  d é s a r r o i  1 o de e s t a  p r u e b a  se  u t i l i r d  e l  s i  g u i  e n t e  
m a t e r i  a l  ;
*  P la ç a s  de p é t r i  de p l é s t i c o  de 50  x 12 mm.
*  Agar de  i n m u n o d i f u s i d n :
Composi c i  d n :
. a g a r  N o b le  (D i  f  c o ) .................................1 . 2  g
. m e r t i o l a t o  s d d i  c o  ( S i g m a ) .............0 . 0 1 g
. b u f f e r  f o s f a t o  s a l i  n o , 0 . 0 1 M . . 1 0 0  ml
P r e p a r a c i d n :  Se d i s u e l v e  e l  a g a r  en PBS y
se l l e v a  a e b u l 1 i  c i  dn h a s t a  l a  c o m p lé t a  d i s o l u c i d n  
d e l  mismo, a j u s t d n d o s e  e l  pH a 7 . 2  a c o n t i  n u a c i  dh 
con Cl H IN .  Una ve z  en e s t e  e s t a d o  se  a d i  c i  ona e l  
m e r t i o l a t o  s d d i  co ( t i m e r o s a l )  y se  f i l t r a  a t r a v e 's  
de p a p e l  Whatman No 2 h a c ie n d o  usa de un embudo 
Buchner y de una bomba de v a c f o .  El a g a r  se  
d i s t r i b u y e  en tu b o s  con ta p d n  de r o s c a ,  en l o s  que  
se c o n s e rv a  h a s t a  su u t i 1 i  z a c i  dn.
En e l  momento de su uso se  c a l i  e n t a  en bano de agua  
a 1 0 0 °  C h a s t a  l a  c o m p lé t a  f  u s i  dh d e l  a g a r .  Se 
e x t r a e n  3 ml con una p i p e t a  y se  d e p o s i t a n  en 1 a 
p l a ç a  de P e t r x , m a n t e n i é n d o l a  s o b r e  una s u p e r f i c i e  
p e r f e c t a m e n t e  h o r i z o n t a l  h a s t a  su s o l i d i f i c a c i é n .
*  P I a n t i l i a  de P l e x i g l a s ® :  e s t a  p l a n t i l i a  se  
c o n f e c c io n d  con una p l a n c h a  de p l a s t i c o  a c r f l i c o  de
—  3 —
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4 mm de e s p e s o r .  En e l 1 a se  c o r t d  un c i r c u l e  de 28  
mm y se  p r a c t i c t f  una i n c i s i r f n  c i r c u l a r  de  1 .1  mm de  
a n c h u r a  a 2 4 . 2 5  mm d e l  c e n t r e .  Una v e z  r e a l i z a d e  
e s t e  c i r c u l e  i  n i  c i  a l  se  p e r f e r a r e n  e c h e  p e c i 11 os  
segun se  d e t a l 1 a en l a  f i g u r a  a d j u n t a  (M 2 ) .
*  S a c a b e c a d e s  de 8 . 3  y 6 . 7  mm de d i ^ m e t r e .
6 . 2 . 7 . C .  M e te d e  E LIS A
El m éted e  de enz i  mei nm uneensaye que hemes s e g u i  de es  e l
de n e m in a d e  E L IS A  DAS. E l  m a t e r i a l  u t i 1 i z a d e  ha s i d e :
*  P l a ç a s  de m i c r e t i t u l a c i 6 n  ( p e l i e s t i r e n e )  de  
96 p e c i l i e s  cen e l  f e n d e  p l a n e  ( L i m b r e ) .
*  P i p e t a  m u l t i c a n a l  (e ch o  c a n a l  e s )  g r a d u a b le  
de 5 0  a 25 0  p l  ( T i t e r t e k ) .
*  P i p e t a  d i g i t a l  g r a d u a b l e  de 1 a 50  p l
( S r a n d ) .
*  Mi c r e p i p e t a  g r a d u a b l e  de 50  a 2 5 0  p l  
( M i c r e f l o w ) .
*  M i c r o p i p e t a  g r a d u a b l e  de 2 0 0  a 1000 p l
( B r a n d ) .
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*  L e c t o r  de E L IS A  ( D y n a te c h ,  MR 5 8 0 ) .
*  C o n te n e d o r e s  de p l â s t i c o  en fo rm a  oe  
p i  rami de r e c t a n g u l a r  t r u n c a d a  ( C u l t e k ) .
Los r e a c t ! V O S  e m p le a d o s  f u e r o n :
*  B u f f e r  c a r b o n a t o - b i c a r b o n a t o  O . I M ,  pH 9 . 6 .
+ s o l u c i d n  A:
. COjHNa ........................................................... 1 . 6 8  g
. agua d e s t i l a d a ......................................2 0 0  ml
+ s o l u c i â n  B:
. CO^Na^. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . 0 6  g
. agua  d e s t i l a d a ............................. . . . 2 0 0  ml
P a r a  su p r e p a r a c id 'n  se  an ade  l a  s o l u c i d ’n B s o b r e  l a  
A con a g i t a c i ^ n  c o n s t a n t e ,  h a s t a  que se  a l c a n c e  e l  
v a l o r  de pH ce 9 . 6 .  S i  se  va  a c o n s e r v a r  d u r a n t e  
mucho t ie m p o  se a d i c i o n a  az i da swdi ca  (0 . 1%, 
c o n c e n t r a c i d n  f i n a l )  p a r a  p r é v e n i r  l a  c o n t a m in a c i d n  
m ic r o b i  an a .
*  PBS 0 . 0 1  M, pH 7 . 2  ( d e s c r i t o  en e l  a p a r t a d o  
B . 2 . 5 . d . )  a d i c i o n a d o  de 1 ml de Tween 2 0  (M erc k )  
por  ca da  l i t r o  de s o l u c i d n  tampdn (PBS—TWN)
*  S o lu c id n  de s u s t r a t o :
1 . -  ABTS ( 2 , 3 - a c i n o  d i e t i l  b e n t i  a z o l i n a  d e l  
a c i d o  s u l f d n i c o )  ( S i g m a )
+ s o l u c i d n  A:
- 1 3 3 -
. i c i d o  Cl t r i  CO 5ù  mIT, pH 4 . ù .  . . 5 . 2 5  g
. agua  d e s t i l a d a .................................. 5 0 0  ml
E l  pH se  a j u s t a  con NaOH 5N.
+ s o l u c i d n  B;
. ABTS 0 . 6  nM.................................................. 33  mg
. agua  d e s t i l a d a . .    1 ml
La s o l u c i d n  B se  p r é p a r a  i n m e d i a t a m e n t e  a n t e s  de su  
u s o ,  mi e n t r a s  que l a  A pu ed e  a lm a c e n a r s e  a 
t e m p e r a t u r e  de  r e - f r i g e r a c i d n  p o r  p é r i o d e s  de t ie m p o  
no s u p e r i  o r e s  a 1 os  3 m eses .  P a r a  l a  s o l u c i d n  de  
t r a b a j o  s e  a g r e g a  0 . 5  ml de l a  s o l u c i d n  B a 50  ml 
de l a  s o l u c i d n  A y s e  an ad e n  15 p l  de p e rd x  i  do de  
h id r o g e n o
2 . — OPD ( o r t o —f e n i 1e n - d i a m i n a )  (S ig m a)
-  s o l u c i d n  tam pdn:
+ s o l u c i d n  A:
. d c i d o  c f t r i c o  O . l l M ...................... 2 . 1 4  g
. agua  d e s t i l a d a ............................. 1 0 0  ml
+ s o l u c i d n  B:
. P0 i,HNa2 . 2 H^0 , O. IM ......................... 3 . 5 6  g
. ag ua  d e s t i l a d a ............................. 1 0 0  ml
P a r a  su p r e p a r a c i  dn se  an ade  l a  s o l u c i d n  
B s o b r e  l a  A h a s t a  que se  o b t i e n e  e l  pH de 5 . 0 .  Se
c o n s e r v a  a t e m p e r a t u r a  de r e f r i  g e r a c i  dn p o r
p e r i o d o s  de t ie m p o  no s u p e r i o r e s  a t r è s  meses.
-  S o l u c i d h  de uso:
- 1 3 4 -
. OPD ( S i g m a )  40  mg
. s o l u c i d n  ta m p o n  1 0 0  ml
. H i O i  ( 3 0 % )  40  p i
En g e n e r a l ,  p a r a  t o d a s  1 as  p r u e b a s  de d e t e c c i d n  de  
e n t e r o t o x i n a s  y c u m p l ie n d o  l a  - fu n c id h  de cd m aras  de  
humedad se  u t i l i z a r o n  c o n t e n e d o r e s  r e c t a n g u l a r e s  de  
p l d s t i c o  no r i ' g i d o  semi h e r  mét i  c o s . En e l  1 os se  
d e p o s i t a b a  p a p e l  d e  f i l t r o  humedeci do en e l  f o n d o ,  
a s i  como en ambos e x t r e m e s  un v a so  de p r e c i p i t a d o  
de 25  ml de c a p a c id a d  l l e n o  de a g u a .
B . 2 . 8 .  DETECCIDN DE RIBONUCLEASAS (DNAsa Y TNAsa)
P a r a  l a  d e t e c c i d n  d e  e s t e  e n z i m a  s e  s i  g u i d  e l  m d t o d o  d e s c r i t o  
p o r  L A C H I C A  e t  a i .  ( 1 9 7 1 ) ,  b a s a d o  e n  1 a s  p r o p i  e d a d e s  
m e t a c r o m à t i  c a s  d e l  a z u l  d e  t o l u i d i n a .  E l  a g a r  t i e n e  l a
SI n u i  e n t e  c o m p o s i c i  d h :
. a g a r  N o b le  ( D i f c o ) ..................................  1 0 . 0  g
. DNA (D i f  c c ) ..................................................  0 . 3  g
. C l N a ........................................................................  1 0 . 0  g
C l  2 . ^ ^ . .  . . . . . .  . . . .  . . . .  . . .  0 . 5 5  g
. t a m p d n  t r i s  0 . 0 5 M ,  pH 1 0 ............  1 0 0 0  ml
P a r a  s u  p r e p a r a c i  d n  s e  c a l i e n t a n  t o d o s  1 o s  i n g r e d i e n t e s
h a s t a  e b u l l i c i d n ,  t r a s  1 o  c u a l  s e  a n a d e n  o ml  d e  u n a
s o l u c i d n  O . I M  d e  a z u l  d e  t o l u i d i n a  c o n  a g i t a c i d n
- 1 3 5 -
c o n s t a n t e .  Se d i s t r i b u y e  en t u b o s  con ta p d n  de r o s e a  a r  az dh 
de 15 ml p o r  t u b o ,  p u d ie n d o  a lm a c e n a r s e  a t e m p e r a t u r e  
am b ie n t e  y en l a  o s c u r i d a d  p o r  p e r i o d o s  de 4 m eses.
En e l  momento de su u s o ,  se  f u n d e  e l  a g a r  de ca da  tu b o  y se  
v i e r t e  a l  c o n t e n i d o  en una p l a ç a  de p é t r i  de 9 . 0  cm de  
d i a m e t r o .  Una vez  s o l i  d i  f  i  c a d o  e l  a g a r  se  p r a c t i  can p o c i l l o s  
h a c ie n d o  uso de un s a c a b o c a d o s  de 5 . 5  mm de d i a m e t r o ,  
g u a r d a n d o  l a  p r e c a u c i o n  de no h a c e r l o s  muy p r d x im o s .
B . 3 .  METODOS
B . 3 . 1 .  PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE A L I MENTOS 
B . 3 . 1 . a .  Queso t i p o  manchego ( f i g u r a  M4 ) .
A su l l e g a d â  a l  l a b o r a t o r i o ,  se  tom aba una m u e s t r a  de le c h e  
de c a d a  c a n t a r a ,  de donde se  v e r i  f  i  c a b a  e l  v a l o r  de pH y l a  
f l o r a  t e r m o r r e s i  s t e n t e .  A c o n t i n u a c i d n , l a  le c h e  e r a  
c a l e n t a d a  en l a s  p r o p i a s  c a n t a r a s ,  h a c ie n d o  uso de un
quemador de gas b u t a n o ,  a l a  vez  que se r e m o v ia
c o n s t a n t e m e n t e .
Figuro M 4: Diogramo de tiujo de la elaborocidn de quesos 
fipo manchego.
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Una vez que l a  l e c h e  h a b i a  a l c a n z a d o  l a  t e m p e r a t u r e  de 3 2 - 3 3 “ 
C s e  p r o c e d i a  a I n c o r p o r e r  l a  c e p a  de e s t a f i 1 ococo s  d e s e a d a  
que h a b i a  s i  do c u l t i v a d a  en B H I—l e c h e  d u r a n t e  18 h a 3 7 * C ,  en 
l a  p r o p o r c i  6 n de 5 0 . 0 0 0  UFC/ml de  l e c h e ,  c a l c u l  ado en b a s e  a 
1 o e x p u e s t o  en e l  a p a r t a d o  B. 3 . 2 .  a .  A c o n t i  n u a c i  tfn , se aT tad ia  
C l^ C a  ( 1 3 . 5  g p o r  100  L de l e c h e ) ,  s ie m p r e  a g i t a n d o  
c u i  d a d o s a m e n te .
E l  vo lum en  t o t a l  de l e c h e  ( 3 5 - 4 0  L)  se  d i s t r i b u t e  a p a r t e s  
i g u a l e s  en dos r e c i p i e n t e s ,  r e t i r j ^ h d o l o s  de 1 os quem adores  de  
g a s  e i  n t r  o d u c i  ^ n d o l  os en un bafTo donde l a  t e m p e r a t u r e  
o s c i l a b a  e n t r e  5 5  y 6 0 ' C .  Se a d i c i o n a b a  e l  c u l t i v o  I d c t i c o  
c o m e rc i  a l  ( p r e p a r a d o  segitn 1 o d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e ,  
a p a r t a d o  B . 2 . 2 . a . ) ,  en uno de 1 os  r e c i p i e n t e s  a l  1% y en e l  
o t r o  a l  0 .1 % .  Se m a n t e n ia  a g i t a n d o  d u r a n t e  5 m in u t o s ,  
v i g i l a n d o  que l a  t e m p e r a t u r e  no e x c e d i e s e  de 3 4 *C .
A c o n t i n u a c i  dn se  p r o c e d t a  a i n c o r p o r e r  e l  c u e j o  ( 2 . 5  g po r  
1 0 0  L ) y t r a s  re m o v e r  d u r a n t e  unos dos o t r e s  m i n u t e s ,  se  
d e j a b a  r e p o s a r , v e r i - f i c a n d o  l a  t e m p e r a t u r e  de 1 a l e c h e  ca da  
1 0 - 1 5  m in u t o s .
Cuando l a  l e c h e  a d q u i r t a  t a l  c o n s i  s t e n c i a  que se  d e s p r e n d f a  
de l a s  p a r e d e s  d e l  c o n t e n e d o r ,  d e ja n d o  p a s a r  e l  s u e r o  p o r  
e s o s  r e s q u i c i o s ,  hecho que g e n e r a l  m ente  t e n t a  l u g a r  e n t r e  1 os  
30 y 1 os  40  m in u t o s  t r a s  l a  a d i c i 6 n d e l  c u a j o ,  se c o n s i o e r a b a  
que Ya e s t a b a  c o a g u la d a  en g r a d o  s u f i c i  e n t e  y se p a s a b a  a
- 1 3 6 -
c o r t a r l a  con una l i r a  de  a l am bre .  E l tam ano f  i  n a l  de 1 os 
g r a n o s  de c u a j a d a  o s c i l a b a  e n t r e  4 y 6  mm.
A c to  s e g u id o  y h a c ie n d o  uso  d e l  c o l a d o r ,  se  r e a l i z a b a  una  
p r i m e r a  e l i m i n a c i d ' n  d e l  s u e r o ,  i  n t r o d u c  i endo l a  c u a j a d a  en un 
mol de p r o v i s t o  de un p a n o .  F o r  ca da  ce pa  de e s t a - f i  1 ococo s  y 
p o r  ca da  una de 1 as  dos c one en t r  a c i  ones  de c u l t i v o  I d ' c t i c o  se  
u t i 1 i z a r o n  dos mol d e s ,  uno pequeno y o t r o  g r a n d e ,  a f i n  de  
e s t u d i a r  l a s  p o s i b l e s  e f e c t o s  de una mayor d e s h i d r a t a c i â n .
Una vez l l e n o s  1 os mol d e s , se  d o b la b a  e l  pa no  s o b r e  l a  
c u a ja d a  y se  p o n i a  l a  t a p a d e r a  c o r r e s p o n d i e n t e .  Cuando e s t a  
e t a p a  h a b î a  c o n c l u i d o ,  se  t r a s l a d a b a n  1 os c u a t r o  mol des de  
ca da  1 O te  a un c u a r t o  donde  l a  t e m p e r a t u r e  ambi e n t e  o s c i l a b a  
e n t r e  15 y 1 7 * C ,  c o l o c ^ n d o l o s  b a j o  una 1 osa de m air mol s o b r e  
l a  que se  d e p o s i  t a b a n  dos c a n t a r a s  con 40  L de agua  cada u n a .
Se m a n t e n ia n  a s i  p r e n s a d o s ,  d u r a n t e  6  h ,  t r a s  1 as  c u a l e s  se
l e s  daba  l a  v u e l t a .  Cuando l a  s a l i d a  de s u e r o  ya no e r a
v i s i b l e  se e l i m i n a b a  e l  mol d e , i n t r o d u c i e n d o  1 os quesos en 
una s o l u c i d n  de s a lm u e r a  de 2 5 “ Beaumè, donde p e r m a n e c ia n  por
e s p a c io  de 1 4 - 1 8  h .  A c o n t i n u a c i f i n  se r e t i r a b a n  de d i c h a  
s r l u c i d h  y se  d e ja b a n  s e c a r  b r e v e m e n te  s o b r e  una s u p e r f i c i e  
h o r i z o n t a l  en e l  mismo c u a r t o .
Ademds oe 1 os quesos i n o c u l a d o s  con 1 as d i s t i n t a s  ce pas  de 
S ^ a u re u s  se p r e p a r a r o n  1 os  s i  gu i e n t e s :
- 1 3 9 -
-  C o n t r o l :  e l  p r o c e s o  de e l a b o r a c i d h  -fue i d d h t i c o  a l  
d e s c r i t o  e x c e p t o  que no s e  i n c o r p o r d  n i n g u n a  c e l u l a  
e s t a f i l o c d c i c a  y l a  c o n c e n t r a c i 6 n d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " f u e  
d e l  1% e x c l u s i  v a m e n te .
-  Un l o t e  de q u eso s  f u e  i n o c u l a d o  con e n t e r o t o x i n a s  A 
y B c r u d a s , en vez de con e s t a f 1 1 o c o c o s ,  a f i n  de o b s e r v e r  
l a s  v a r i a c i o n e s  en l a  c o n c e n t r a c i d n  de 1 a s  mismas y su  
p o s i b l e  d e g r a d a c i  dh a l o  l a r g o  d e l  t i e m p o .  Ambas 
e n t e r o t o x  i  n a s  d o t e s  AT—11 y B T - l ù )  f u e r o n  am a b le m e n te  
s u m in i s t r a d a s  p o r  e l  O r .  B e r g d o l 1 (M a d is o n ,  W is c o n s in )  y su  
c o n c e n t r a c i  dn f u e  de 1 . 7  mg de ca da  una de e l  1 as  po r  ca d a  20  
L de l e c h e .  E l  p r o c e s o  de e l a b o r a c i  dn f u e  i d d h t i c o  a l  
menci on ad o .
-  O t r o  l o t e  de qu eso s  in o c u l a d o  con l a  c e p a  1 0 0 ,  f u e  
p r e p a r a d o  s 6 l o  con e l  1% de c u l t i v o  " s t a r t e r " .  Una vez  
c o a g u la d a  l a  l e c h e  y c o r t a d a  l a  c u a j a d a ,  se  p r o c e d i d  a 
s u s t i t u i r  e l  s u e r o  p o r  2 0 0  ml de tam p6 n f o s f a t o  Ù .5 M ,  pH 7 . 7  
con a r r e g l o  a l a  s i g u i e n t e  composi c i  d n :
. POsH N ai.  1 2 H iO ............................................... 3 5 . 8  g
. PO4 H 2K .................................................................. 1 3 . 7  g
. agua  d e s t i l a d a ..........................................2 0 0  ml
T r a s  4 5  m in u to s  se  r e t i r f i  l a  f a s e  i t q u i d a ,  p r o c e d i e n d o  a 
i n t r o d u c i  r  l a  c u a j a d a  en 1 os mol des t a l  y como se ha  
d e s c r i  t o .
La m a d u ra c id n  en t o d a s  1 as  e x p e r  i  e n c i  as  se  11 e v d  a cabo a 15*
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C en e s t u f as  de t e m p e r a t u r a  g r a d u a d le  y con un e l e v a d o  
c o n t e n i  do de humedad <a p ro x im a d a m e n te  e l  8 5 - 9 0 % ) .  Los quesos  
f u e r o n  p a r a f i n a d o s  e x t e r n a m e n t e  a 1 as dos semanas de su  
e l a b o r a c i  d n .
B . 3 . 1 . b .  M ayonesa
Los e s t u d i o s  de c r e c i m i e n t o ,  m u l t i p l i c a c i d h  de S. a u r e u s 
e n t e r o t o x i g d n i c o s  y p r o d u c c i  dn de e n t e r o t o x  i  nas p o r  1 os  
mismos se  r e a l i z a r o n  en m ayonesas de dos o r i ge nes  d i  f e r e n t e s .  
Por una p a r t e  se  i  n o c u la r o n  m ayonesas co m e rc i  a l  es y po r  o t r a ,  
m ayonesas p r e p a r a o a s  en e l  l a b o r a t o r i o  c o n fo rm e  una f d r m u l a
P a r a  l a  p r e p a r a c i d n  de 1 as m ayonesas c a s e r a s  ( f i g u r a  M5) se  
e m u ls i  o n a ro n  dos h u evo s  p o r  ca d a  50 0  ml de a c e i t e ,  a n a d i  endo  
s a l  en l a  c a n t i d a d  a d e c u a d a  a f i n  de que l a s  c u a l i d a d e s  
o r g a n o l d p t i  c a s  d e l  p r o d u c t o  ac aba do  f u e r a n  a c e p t a b l e s  p a r a  un 
p a n e l  de i n d i v i d u o s .  La  e m u ls id n  se r e a l i z ( f  con una ba t i d o r a  
de b r a z o  v e r t i c a l .
Por l a  a c i c i d n  de v i n a g r e  de v i n o  se a j u s t d  e l  pH a v a l  o r e s  
e n t r e  4 . 0  y 5 . 8 ,  v e r i f  i c ando que m a n te n ta  sus p r o p i  ed a d e s  
o r g a n o l é p t i c a s  ( t a b l a  M 2 ) .
A f i n  de f  a c i 1 i  t a r  l a  toma de m u e s t ra s  y l a  d i s p e r s i d n  de 1 os  
m ic r o o r g a n is m o s  en l a  e m u ls i  fin se p r o c e d i d  a d i l u i r  l a s
Tabla M2 : Condiciones de pH de las mayonesas preparadas con ambos tip o s  
de ace ite  y comercial es, y cepas en que se ha investigado d i - 
cho e fec to .
CEPA
MAYONESAS PREPARADAS CON 
ACEITE DE OLIVA
MAYONESAS PREPARADAS CON 
ACEITE DE GIRASOL
S6
4.5 5 .2  5.6  
4.9 5.3
4 .5  5.2
4 .8  5.6
100
5.2 5.15
137
4.9 5.3
5.2 5.5
4 .0  4 .8  
4.5 5.2
326
4 .0  4 .8  
4.5 4.9
350
5.8 5.8
379
4.9
5.7
5.5
5.7
472
5.0
5.8
4 .0  4 .8  5 .0  
4.5 4 .9  5 .8
913
5.2 5.2
1143
5.8 5.8
1173
5.0 5.0
1183
5.3 5. 3
Figura M 5; Diagram a de flu jo  de la preparacidn de las mues- 
tras de mayonesas y de leche condensada.
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m ayonesas en un j a r a b e  de a : d e a r  a l  6 2 .5 %  ( p / v ) ,
p r o c e d i  ^n d o se  a m e z c la r  l a  mayonesa y e l  j a r a b e  en l a
p r o p o r c i d n  2 : 1 , c o n t r o l ando l a  c o m p lé t a  m i x t u r a  de ambos.
Se d i s t r i b u y d  l a  m e z c la  en a l i c u o t a s  de 100 g que se
i n t r o d u j e r o n  en b o t e s  de p l l T s t i c o  de 2 0 0  ml de  c a p a c i d a d , 
c e r r « n d o l o s  c u id a d o s a m e n t e ,  i d e n t i  f  i ca n d o  c a d a  uno de 1 os
b o t e s  con é t i q u e t a  a d h e s i  va  donde c o n s t a r a  e l  t i p o  de a c e i t e  
e m p le a d o ,  e l  pH de l a  m ayonesa y e l  p e so  de 1 a m u e s t r a .  En 
e s a  misma é t i q u e t a  se  i  ba c o m p le ta n d o  con o t r o s  d a t o s ,  t a i e s  
como l a  ce p a  i  n o c u l  a d a , l a  -fecha de i n o c u l  a c i d h , l a
t e m p e r a t u r a  a l a  que se h a b i a  i ncub ado  y e l  i n d c u l o .
A c o n t i  n u a c i  dn 1 os b o t e s  f u e r o n  s o m e t id o s  a un p r o c e s o  de  
t y n d â l i z a c i d n , p a r a  l o  que s e  i n t r o d u j e r o n  en un bano con  
agua  a 7 0  ^ C d u r a n t e  4 5  min t r e s  d i 'as  s u c e s i  v o s , s i  endo  
i n c u b a d o s  a 37®C en 1 os i n t e r v a l o s .  T r a s  l a  u l t i m a  f a s e  a 70*
C se  co n s id ered  que su c o n t e n i  do e s t a b a  l i b r e  de  g ^rm en e s ,
com probando e s t a  c i r c u n s t a n c i a  en a lg u n o s  b o t e s ,  y se
conserved en l a  c^m ara f r i g o r f f i c a  h a s t a  su e m p le o ,  p e ro  nunca
po r  p e r i o d o s  de t ie m p o  s u p e r i o r e s  a 1 as  dos sem anas.
B . 3 . I . C .  L e c h e  c o nd ens ada
T r a s  l a  a p e r t u r a  de 1 os b o t e s  de l e c n e  co n d e n s a d a  c o m e r c i a l  
se p e sab an  100  g en 1 os b o t e s  de p l ^ s t i c o ,  aM ad ie n d o  a 
c o n t i n u a c i  edh j  a r a b e  de s a c a r o s a  a l  6 2 .5 7 .  h a s t a  que e l  peso
- 1 4 4 -
f  i n a l  e r a  de  ISO g . Se a g i t a b a n  c u id a d o s a m e n t e  1 os b o t e s  p a r a  
i n c o r p o r a r  e l  j a r a b e  a l a  l e c h e  co n d e n s a d a  y se  p r o c e d f a  
i g u a l  que en l a s  m ayo n es as ,  t y n d a l i  zan d o  con i g u a l e s  
c a r a c t B r i s t i c a s  e  i d e n t i f i c a n d o  ca da  b o t e  ( f i g u r a  M 5 ) .
En o t r o s  e « p é r i  m entos se  p r o c e d i  d a i n t r o d u c i  r  e l  i n d c u l o  
d i r e c t a m e n t e  p o r  un o r i f i c i o  p e r p e t r a d o  en e l  b o t e  de l e c h e  
c o n d e n s a d a , s e l l â n d o l e  p o s t e r i  o r m e n te  con una s o l d a d u r a  de  
estafSo.
B . 3 . 2 .  INCUBACION Y ESTUDIO
B . 3 . 2 . a .  I n o c u l a c i  dn
Se i n o c u l a r o n  l a s  m u e s t ra s  de mayonesa y de l e c n e  co nd ens ada  
con d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i ones de m ic r o o r g a n is m o s  p o r  gram o.  
El in td c u lo  c o n s i  s t T a  en un c u l t i v o  de 18 h en BHI de l a  cepa  
a e s t u d i a r .  La c o n c e n t r a c i  dn d e s e a d a  se  c a l  c u l d  en ba se  a una  
c u r v a  t r a z a d a  con l a  ce pa  196—E , r e a l i z a n d o s e  l a s  v a l  o r a c i o n s  
en un a p a r a t o  S p e c t r o n i c - 6 8  (Bausch y Lomb) a 924 nm de  
l o n g i t u d  de o n d a .  Las c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  i n d c u l o  e l e g i d a s  
f u e r o n  50.C>ûù, lù O .ûO O , 5 0 0 . 0 0 0  y 1 . 0 0 0 . 0 0 0  un i  dades  
f  orm ador as de c o l  on i  as ( L I F O / g .  En l a s  m u e s tr  as de le c h e  
c o n d en s ad a  se m a n t u v ie r o n  e s t a s  c o n c e n t r a c i ones en to d a s  1 as  
c e p a s .  En 1 as  de mayonesa se h i c i e r o n  unas e x p e r i e n c i a s
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1 n i  Cl a l  e s , e s t u d i  ando ademcTs i n d c u l o s  de 1 . 0 0 0  y de 1 0 . 0 0 0  
U FC/g con l a  ce pa  4 7 2 ,  aunque p o s t e r i  o r m e n t e , l a s  demas 
e x p e r i  e n c i a s  se  r e a l i z a r o n  con i  n o c u lo s  i  n i  c i  a l  e s  de  1 0 0 . 0 0 0  
U F C /g .
B . 3 . 2 . b .  P a r d m e t r o s  de in c u b a c i d n
. T e m p e r a tu r a  de i n c u b a c i d n :  2 2 ,  2 3 ,  37  y 4 4 * C .
. T iem p os de i n c u b a c i d n :  1 , 4 ,  7 ,  11 y  14 d f a s .
No o b s t a n t e ,  y a p e s a r  de l o  e x p u e s t o ,  se  t r a z d  un esquema de  
e x p e r i  e n c i  as  segun e l  c u a l  se  c o n c e b ia  como p a t r d n  1 0 0 . 0 0 0  
U F C /g ,  37  *  C y 7 d i ’as  modi f  i  Ccfndose s d l o  uno de e s t o s  v a l  o r e s  
c a d a  v e z . De e s t a  -forma se  t i e n e ,  p o r  e  je m p l  o , que 1 as  
e x p e r 1e n c i  as  a 44®C se r e a l i z a r o n  s o m e t ie n d o  l a s  m u e s t r a s  de  
mayonesa a in c u b a c i d n  d u r a n t e  7 d f a s ,  y 1 os  e s t u d i o s  d e l  
d é s a r r o i  1 o de 1 os m ic r o o r g a n is m o s  y p r o d u c c i  dn de 
e n t e r o t o x i n a  en 4 d i a s  se  r e a l i z a r o n  a 37®C. La s  m u e s t r a s  que  
s e  e s t u d i  a ro n  a ca d a  t e m p e r a t u r a ,  en c a d a  t i e m p o  y con cada  
i n d c u l o  se  d é t a i l  an en l a  t a b l a  M3.
B . 3 . 2 . C .  Toma de m u e s t r a s  y  t é c n i c a  de r e c u e n t o  ( f i g u r a  M6 )
Di a r  1 amen t e  d u r a n t e  1 os s i e t e  p r i m e r o s  d i 'as  y en dTas  
a l t e r n o s  en 1 os s u c e s i v o s  se to m d  de c a d a  uno de 1 os b o t e s  
que componi’â l a  e x p e r  i e n c i  a cuyo c o n t e n i  do h a b f a  s i  do a g i t a d o
Tabla M3: Caracteristicas de incubaciôn de las distintas muestras
de leche condensada y de mayonesa.
Muestras N* Caracter ls t lcas  de incubacidn
Leche
condensada
Mayonesa Temperatura
CC)
Indculo
(UFC/g)
Tiempo
(d£as)Oliva Gi rasol
i-2 ■ 1-2 3-4 22 100.000 7
3-4 5-6 7-8 28 100.000 7
5-6 9-10 11-12 37 100.000 7
7-8 13-14 15-16 42 / 44* 100.000 7
9-10 37 50.000 7
11-12 37 500.000 7
13-14 37 1.000.000 7
15-16 17-18 19-20 37 100.000 1
17-18 21-22 23-24 37 100.000 4
19-20 25-26 27-28 37 100.000 11
21-22 29-30 31-32 37 100.000 14
42®C: leche condensada. 
44®C: mayonesa.
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V Ig o r o s a m e n te  a p ro x  i  madamente 1 g con l a  p i p e t a  d i g i t a l  
a d e c u a d a .  T r a s  s u s p e n d e r l o  en agua de p e p to n a  a l  1%, se  
p r o c e d i d  i n m e d ia t a m e n t e  a h a c e r  d i 1 u c io n e s  d é c i m a l e s  o 
c e n t é s i m a l e s  s e r i a d a s  de sde  h a s t a  1 0~ ^ , d e p o s i t d n d o s e  1 0 0
f j l  de cada  d i  1 u c i  dn en l a  s u p e r f i c i e  de 1 os m ed io s  s d l i d o s  de  
r e c u e n t o  ( B a i r d - P a r k e r , a g a r  de  r e c u e n t o  en p i a c a ,  y a g a r  
s a n g r e ) , e x t e n d i é n d o l os con un as a  de D r i  g a l  s k i .
La toma de m u e s t r a s  en 1 os e x p e r i m e n t o s  con queso se  r e a l i z d  
r e t i r a n d o  de fo rm a  a s ^ p t i c a ,  con una so nd a  de q u e s o s ,  unos 10 
g d e l  p r o d u c t o , i n c i d i e n d o  t a n t o  en e l  e c u a d o r  como en l a s
p o r c i  ones sub y s u p r a e c u a t o r i a l es  con d i  cho a p a r a t o  h a c i  a e l
c e n t r o  d e l  q u e s o .  L a s  to m as se  r e a l i  z a r o n  a l  p r i n c i p i o  de  
fo rm a  d i a r i a ,  p a r a  d i s t a n c i a r l a s  méîs en e l  t i e m p o  t r a s  1 os 10 
p r i m e r o s  d i 'as  de m a d u r a c id n ,  a l t e r n a n d o  s ie m p r e  1 os qu eso s  
p e qu eno s  y 1 os g r a n d e s .  E l  o r i f i c i o  p r a c t i  ca do  en e l  qu eso se  
r e l 1e n ab a  con p a r a f i n a  f u n d i  da e s t e r 1 1 .
La m u e s t ra  se  i n t r o d u c f a  en un c o n t e n e d o r  e s t d r i l  de p l d s t i c o  
de 40  ml de c a p a c i  d a d , in c o r p o r a n d o  20  ml de B H I-T w e e n  y 
c o n g e l d n d o l a .  U nas t r e s  o c u a t r o  h o r a s  d e s p u d s ,  se  e x t r a T a  
d e l  c o n g e la d o r  y se  t r i t u r a b a ,  a n t e s  de que se  d e s c o n g e la r a , 
con una e s p d t u l a  de  a c e r o  i n o x i d a b l e  e s t e r i 1 i z a d a  a l a  l l a m a ,  
de fo rm a  que se  f o r m e r a  una s u s p e n s id n  p u l v e r u l e n t a ,  a p a r t i r  
de l a  c u a l  se r e a l  i z a r o n  t o d a s  l a s  d e t e r  mi n a c i  ones a n a l  i ' t i  c a s  
de 1 os d i s t i n t o s  q u e s o s .
Una vez in c u b a d o  a 37  *  C d u r a n t e  4 8  h se 1 1 e v d " a  e f e c t o  e l
r e c u e n t o  de l a s  c o l o n i a s  de e s t a f i  1 o coco s  que e x h ib î 'a n  l a
Rguro M 6; Diagrama de flu jo  del tro tam ien to  de las m u e s tra s  
de olim ento.
LE C TU R A
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m o r f o l o g f a  t ^ p i c â  en a q u e l 1 as  p l a ç a s  Ponde e l  numéro o s c i l a b a  
e n t r e  30  y 3 0 0  UFC. En a g a r  de B a i r d - P a r k e r  s d l o  se c o n t a r o n  
a q u e l 1 as c o l o n i a s  c i r c u l a r e s ,  de h o r d e s  e n t e r o s ,  y c o n v e x a s , 
que p r e s e n t a b a n  un b r i l l o  m e t â l i c o  n e g r o  y un h a l o  de  
p r e c i p i t â c i 6 n a l r e d e d o r . En a g a r  de r e c u e n t o  en p l a ç a ,  l a s  
c o l o n i a s  que se  r e g i s t r a b a n  e r a n  b i e n  a m a r i l l  as  o b i e n  
b l a n c a s  n a c a r a d a s ,  de b o r d e s  e n t e r o s  y c o n v e x a s .  En a g a r  
s a n g r e ,  l a s  c o l o n i a s  p r e s e n t a b a n  h a l o s  de h e m r f l i s i s  t f p i c o s ,  
a s i  como l a  p i  g m e n ta c i  dn c a r a c t e r i s t i c a  de l a  c e p a .
T a n to  1 as  e x p e r i e n c i a s  como l o s  r e c u e n t o s  s ie m p r e  se  
r e a l i z a r o n  p o r  d u p l i c a d o .
B . 3 . 3 ,  INDUCEION A LA PRODUCEION DE ENTEROTOXINAS
P r e v ia m e n t e  a su i n o c u l a c i d n  en 1 as  m u e s t r a s  de a l i m e n t e s  se  
v e r 1 f  i caba  e l  p o d e r  e n t e r o t o x i g é n i c o  de l a s  c e p a s  a e m p le a r .  
E s t a  i n v e s t i g a c i d n  se  r e a l i z d  en dos p a so s  s u c e s i  v o s .  En e l  
p r i m e r o ,  1 as c e p a s  se c u l t i  v a r o n  segun m dtodos c o n s i  d e ra d o s  
de r e n d im i  e n t o  d p t im o  p a r a  l a  p r o d u c c i  dn de e n t e r o t o x i n a s .  En 
e l  s e g u n d o , se com probaba l a  p r o d u c c id n  de l a s  d i s t i n t a s  
e n t e r o t o x  i nas p o r  t d c n i  c a s  s e r o l  d g i  c a s  de i  nmunodi-f u s i  dn en 
g e l  de a g a r , que serâîn d é t a i l  a d a s  en e l  a p a r t a d o  o p o r t u n o  
( B. 3 .  6 . b . ) .
En l a  p r o d u c c i  dh de e n t e r o t o x i  na s  se  s i  g u i  d" e l  m dtodo d e l
-1 5 0 -
c 6 io -f«n s o b r e  a g a r ,  d e s c r i t o  po r  HALLANDER ( 1 9 6 5 )  y
m o d i f 1cado p o r  JARVIS y LAWRENCE ( 1 9 7 0 ) .  P a r a  su c o n s e c u c id n
se c o r t d  p a p e l  de c e l  o f  cTn p r o c é d a n t e  de un tu b o  de d i  cO i  s i  s
( S p e c t r a p o r ,  73  mm) en c i r c u l e s  de tam ano a l  go s u p e r i o r  a l  de
una p l a ç a  de p e t r i  de 9 cm de dioTmetro. Al t e r n a n d o  un c i r c u l e  
de c e 1 o f  an con o t r o  de i g u a l  tamaîTo de p a p e l  de f i l t r e
hu m e dec ido  p a r a  e v i t a r  e l  a r r u g a m i e n t o , se c o lo c a b a n  en una
p l a ç a  de p e t r i  de v i d r i o ,  e s t e r i 1 i c / n d o s e  en e l  a u t o c l a v e  a
120 C d u r a n t e  15 m in u t o s .  Una vez e s t é r i l e s  se  d e p o s i  ta b a n  
105 c f r c u l  OS de c e l  o f  «Tn a s ^ t i  c a m e n te , ayuda f id ose  de dos  
p a r e s  de p i n z a s ,  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de p l a ç a s  de a g a r  BHI 
a d i c i o n a d o  d e l  0 .5% de p i r u v a t o  s t f d ic o ,  e j e r c i e n d o  p r e s i r f n  
con 1 as p i n z a s  p a r a  que l a  a d h e s i  dn a l  m edio  f u e r a  c o r r e c t a .
La s ie m b r a  de l a s  p l a ç a s  se  r e a l i z d " d e p o s i t a n d o  s o b r e  l a  
membrana 20 0  /j 1 de un c u l t i v o  en BHI de 4 8 - 7 2  h de l a  ce p a  a
e s t u d i a r ,  e x t e n d i e n d o  con un asa  de D r i g a i  s k i .
Se in c u b a b a n  l a s  p l a ç a s  a 37®C d u r a n t e  48  h en p o s i c i d n  no 
i n v e r t i d â ,  a l  ca bo  oe l a s  c u a l e s  se  r e t i r a b a n  l a s  c é l u l a s  y 
l o s  p r o d u c t o s  que se h a l 1 aban s o b r e  l a  membrana p o r  l a  
a d i c i u h  oe 2 . 5  ml de una s o l u c i d n  de PO^^HNa^ a l  O .O IM ,  
a r ra s t r e T n d o s e  m e d ia n t s  un asa de D r i  g a i  s k i  . La suspensK^n  
a r r a s t r a d a  se s e o im e n t d  en una c e n t r i f u g a  oe mesa a 2 . 0 0 0  rpm
d u r a n t e  10  m in u t o s ,  a n a l  izcfndose e l  s o b r e n a d a n te  p a r a
d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x i n a s .
Las membran as  de c e l o f ^ n  e r a n  r e c i c l a d a s ,  l a v / h d o l a s  de fo rm a
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e x t e n s i  va  p r im 'e ro  con ag ua  c o r n  e n t e , p o s t e r  i o r m e n te  en agua  
d e s t i l a d a ,  p a r a  f i n a l i z a r  en agua d e s i o n i z a d a .  Se c o n s e rv a b a n  
c o n g e la d a s  h a s t a  su u s o .
B . 3 . 4 .  METODO DE EXTRACCIQN DE ENTEROTOXINA A PARTIR DE LOS 
ALIMENTOS ( F i g u r a  MB)
P a r a  l a  e x t r a c c i d n  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  de l o s  a l i m e n t e s  se  
s i  g u i  d" e l  m dtodo d e s c r i t o  p o r  REISER e t  a l .  ( 1 9 7 4 ) .  
D e s c r i b i r e m o s  m^s d e t a l 1 ad a m e n te  e l  s e g u i d o  p a r a  l a  mayonesa  
i n d i  cando a c o n t i n u a c i 6 n l a s  v a r i  a c io n e s  p e r t i n e n t e s  que  
hayan s i  do r e a l i  z a d a s  en l o s  o t r o s  dos a l i m e n t e s  (q ues o  de 
t i p o  manchego y l e c h e  c o n d e n s a d a ) .
B . 3 . 4 . a .  P r i m e r a  f a s e
Se a"n a d i  e r o n  30  ml de agua  d e s t i l a d a  a a p ro x  i  madamente 100 g 
de mayonesa o de l e c h e  c o n d e n s a d a ,  mi e n t r a s  que p a r a  1 as  
m u e s t r a s  de queso se  u t i l i z a r o n  100 m l .  Cuando l a  m u e s t r a  e r a  
s e m i s û l i d â  se  a g i t d  v ig o r o s a m e n t e  a f ^ n  de c o n s e g u i r  una 
m e z c la  i n t e g r a  de amoas f a s e s ,  p e r o  cuando e r a  s d l i d a  (q ueso)  
hubo que p r o c é d e r  a m o l t u r a r ,  s i r v i  fn d o n o s  d e l  h o m o g e n iza d o r  
de b r a z o  v e r t i c a l .  A c o n t i  n u a c i  (5n se r e a l  i z a b a  una  
p r e c i p i t a c i 6 n ^ c i d a ,  a j u s t a n d o  e l  pH a 4 . 2  con Cl H 6N en 
a q u e l  1 os c a s o s  en 1 os que e s t e  e r a  s u p e r i o r  a d i  cho v a l  o r .
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F o r  e l  c o n t r a r i o ,  en a q u é l l o s  en l o s  que e r a  i n f e r i o r  e s t e  
paso e r a  o b v i a a o .
V e r t i e n d o  l o s  150 g en f r a s c o s  de a c e r o  i n o x i d a b l e  de 2 6 0  ml 
de c a p a c id a d  e s p e c i f i c a s  p a r a  e l  r o t o r  GSA de S o r v a l 1 ,  se  
p r o c e d i  ci a c e n t r i f u g e r  1 as m u e s t r a s  a 1 2 . 0 0 0  rpm ( 2 3 . 4 3 0 x g ) 
d u r a n t e  2 5  m in u to s  a 4 °  C. Se d e s p r e c i  aba e l  p r e c i  p i  t a d o , 
a j u s t / n d o s e  e l  s o b r e n a d a n te  a pH 7 . 5  con NaOH 5N. T r a s  
v e r i  f  i c a r s e  e l  vo lum en con una p r o b e t a  se  a n a d i  a c 1 o r o f  ormo  
p a r a  o b t e n e r  una c o n c e n t r a c i d n  d e l  1 0% v / v  ( l e c h e  c o n d e n s a d a )  
o d e l  15% v / v  (mayonesa y queso) , a f i n  de c o n s e g u i  r  una  
e x t r a c c i d n  de l o s  1 l ' p i d o s ,  y se  m ezcl d" en un a g i t a d o r  
m agnd't ico  a 100 rpm d u r a n t e  unos 3 a 5  m in u to s .
Despu^s de s o m e te r s e  a o t r a  c e n t r i f u g a c i d h  de i g u a l e s  
c a r a c t e r i ”s t i c a s  que l a  a n t e r i o r  ( 1 2 . 0 0 0  rpm d u r a n t e  25  m i n ) ,  
e l  s o b r e n a d a n t e  f u e  f i l t r a d o  1e n ta m e n te  a t r a v ^ s  de una t e l  a 
de b a t i s t a  a f i n  de r e t i r e r  e l  c l o r o f o r m o .
Se a j u s t d  de nu evo e l  pH a 4 . 5  con Cl H 6N y en 1 os c a s o s  en 
que se formd" un p r e c i p i t a d o  se  v o lv id "  a c e n t r i f u g e r .  T r a s  
v o l  v e r  a a j u s t e r  e l  pH a 7 . 5  con NaOH 5N y de c e n t r i f u g a r  s i  
se fo rm a b a  p r e c i p i t a d o  se daba p o r  c o n c l u i d a  e s t a  e t a p a .  A 
c o n t i n u a c i d h  se  c o n c e n t r a b a  l a  m u e s t ra  medi a n t e  d i i  s i  s 
f r e n t e  a Carbowax 2 0 . 0 0 0  ( F I u k a ) , h a s t a  que e l  vo lum en e r a  
a p r o x 1maoamente 1 / 1 0  d 1 / 2 0  d e l  o r i g i n a l .
P a r a  co m p ro bar  l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x  i  na m e d ia n te  l a
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tdcnicô ELISA no se requerian pasos ulteriores pero si el 
mctoPo de deteccidn era inmunodi-f usi dn doble era preciso 
pur1f1 car el ex tracto por los pasos que se detal1 an a 
conti nuaci dh.
B.3.4.P. Segunda fase
S6lo se prosiguid’ con esta segunda fase con 1 as muestras de 
leche condensada, que fueron analizadas por el metodo de 1 a 
doble difusidn en gel de agar en microporta. Se anadian 20 ml 
de la résina de intercambio idnico Amber1i ta CG-50, que 
previ amente habfa si do tratada y equi1i brada a pH entre 5.4 y 
5.9, por cada 100 ml de extracto y se agi taba durante una 
hora a 4*C.
Transcum do este tiempo se retiraba la résina api i cando 
vacio a un sistema matraz Kitasato-embudo Buchner sobre el 
que se ajustaban dos capas de papel de filtro Whatman No 2. 
Se lavaba la résina con 200 ml de fosfato buffer sali no (FBS) 
0.15 M, pH 5.9, di1Uldo 1 a 10, despreciandose el lavado.
La résina se suspendî’a en 30 ml de fosfato cisddico 0.15 H 
cor. 0.9% de cioruro sodico, ajustoîndose el pH a 6.8. Tras 
agi t ar durante 45 minutos a 4*C se considertf que la toxir.a se 
habia eluido de la résina.
For el sistema anteriormente mencionaoo kitasato-BucMner se
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s e p a r a b a  l a  r é s i n a  d e l à  e l u c i d h ,  c o n s e rv a n d o  e s t a  u l t i m a .
Se a n a d i  a 1 g de a g a r  p u n - f i  ca do  a l a  e l  u c i  (in y se  a g i  t a b a  
d u r a n t e  una h o r a  a 4 * C .  A c o n t i  n u a c i  c3n se  r e c o g i a  l a  e l  u c i  6 n , 
d e s p r e c i  ando e l  a g a r  h a c ie n d o  uso de un s i  sterna como e l  
a n t e r 1 o r .
E l  p r o d u c t o  de e s t a  u l t i m a  -fase  (unos 30  m l)  se  i n t r o d u c f a  en 
un tu b o  de d i  <fl i mi s , d e p o s i  ta fndol o en una s o l  u c i  bn
c o n c e n t r a d a  de p o l i e t l l e n  g l i c o l  2 0 . 0 0 0  ( a p r o x im a d a m e n te  dos 
p a r t e s  de p o l i e t i l e n  g l i c o l  p o r  ca d a  una de agua d e s t i l a d a )  
donde se  m antuvo h a s t a  l a  manana s i g u i e n t e  en c o n d i c i o n e s  de 
re-f  r  1 g e r a c i  d n .
T r a n s c u r r 1 do e s t e  t i e m p o  se  1 av aba n  l a s  p a r e d e s  e x t e r n a s  de 
l o s  tu b o s  de d i  i l  i s i  s con agua d e l  g r i - f o .  A - f in  de d e s p r e n d e r  
l a  t o x i n a  d e l  r e c u b r i m i e n t o  i n t e r i o r  d e l  tu b o  se i n t r o d u c i a n  
en agua t i b i a  d u r a n t e  10  a 2 0  m i n u t o s . .
E l c o n t e n i d o  d e l  tu b o  se  v o l c a b a  en un tu b o  de c e n t r i f u g a ,  
a c i  a r  ando t r e s  v e c e s  con a g ua  d e s t i l a d a  de -formA que e l
vo lum en f i n a l  no e x c e d i  e r a  de  S m l .
La u l t i m a  e x t r a c c i  (in se r e a l  i z a b a  con c l  o r o f  o rm o , a n a d ie n d o s e
0 . 5  ml de e s t e  r e a c t i v o  a l o s  5 ml de e x t r a c t o  y a g i t a n d o
V Ig o r o s a m e n te con un a g i  t a d o r  e x c ^ n t r i c o .
Se c e n t r  1 f u g a b a  a 2 0 . 0 0 0  rpm d u r a n t e  10 min a 4 *  C ,
Figura M 7 : Oiogromo de flujo  de la extraccidn de enterotox inos 
o p a r t ir  de los ollm cntos.
Muestra
100g
Soi IdgLiquide
Sedimcnto
otrôs
solides
Semi solid
NaOH 5N
cm  6N
HiO dest.
100 ml
Sed im ento Sobrenadante
Sobrenadante
Medir volumen
Cloroformo 10"/# v/v
A juster pH a  7.5
Centrifugar 
11000 rpm 
25min-i®C
A ju ster pH a 15
M edir el ve lor pH
Centrifugar 
11000 rpm 
25 min^4®C
Mezclar con  ^egitodor 
magnet ico 
100 r p m / 3 -.5 min.
Figura M7-; ( continuocion  )
So brenodonte
Cor bowox 
conce^rado
concentrar
10 X
r Amberiito CG 50 pH 5 A -53  20 ml /TOOml de extr.
ag ita r 
1 h_ 4=C
E L I S A Fi Itrar^  
con vacio
PBS 0.015 M 
pH 5.9
Am bertita
PO  ^ H N ^_^ 0.15M  
ClNa 0.9“/. 
30 ml
f i l t r a d o
A ju s ta r pH a  6.8
A gitar 
^5 min 
4=0
fi t r a r
con VCCIO
1 Elucion
Agar purificado
: g
Am bertita
Agit ar 
1 h -  4=0
filtror con vacio
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Figura M 7'. (continuacidn )
12 h
Concent ra r
10 X
30 min
HnO dest. 
5 ml
Clorotormo
0.5ml
T rip s in a  1%
Carbcwox 20 M 
concentrado
Centrifuger 
20000 rpm
Introducir en tube 
de d id iis is
Deteccidn por
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si gui énoûse el procesD con la 1 i o-f i 1 i c ac i dn de la fase 
acuosa. El producto deshi dr atado se di sol via en 'j. 2 ml oe una 
solucidn de tripsina al 1'/. en agua destilada, per mi ti endo la 
degradacidn durante una miedia hora.
Con este ultimo paso se daPa por cone1uido el proceso, 
consider^ndolo ya aoecuado para c o m p r o o a r la presencia de 
enter oto,. i na por la técnica del portaobjetos.
B.C.5. METODOS DE PAÛDUCCION DE REACT I VOS PARA SU EPIPLEO EN 
ELISA
El pr Qcedi (T.i ento de obtencidn de les anticuerpos especff i cos 
y su conjugacidn con peroxidasa es el que se detalla a 
ccnti r.uaci dn .
B.r.C.a. I nmun : z ac : dri de cone j os
Se siguid la tdcnica descrita por “CBBINS y BERGDuLL (19841, 
cu’.o pi'otocclo se présenta en la taola M4. cas enter otox i nas 
p r 1 f 1 c a d a s oe partica t u er on cedidas por el Dr. Bergcoil y 
Su g r a a z  ce purec a era del ^5-93%, segun se cetermind por la 
preser.cia ce una sola panda en gel es de dodecil sui+ato 
sddico, asT como una scia ifnea de precioitado euando se 
er,9 r enc ac a la tcxir.a oura en plaças de difus.dn dooie en gel
Tabla M P ro to c o lo  d f  inmunizacion en  concjos para la obten- 
cidn de anticuerpos especfticos trente o las d is tin ­
tas enterotoxinas estafttocôcicas-
Tipo de e n te ro to x in a
dfas
<
lU
w
co
UJ
eu
o ’
UJ
lU
o
UJ
UJ
uT
UJ
UJ
Q
UJ
UJ
UJ
UJ
l :
0 3 1 0 12 1 0 1 1 6 1
3 3 3
8 4 20 1 0 1 0
U 25 14
21 5 1 0 0 1 40 20
24 50
1
2 0  ! 30
28 1 0 1 0 0 50 1 2 0
35 25 400 400 1 260
42 50
1
1
49 1 0 0
! !
63 50
6 6 60 1 0 0
70 1 0 0 350
80 60
87 300
5
6
7
8 
9
10
11
12
13
Los valores se expresan en /ug totales.
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de a g a r .
Las 1 no c u l  a c i o n e s  i n i  c i  a l  es  de ca da  e n t e r o t o x i n a  se  
r e a l i z a r o n  emul s i  onando 1 ml de F'BS < 0 .  0 1 M, pH 7 . 2 )  donde se  
e n c o n t r a b a  d i l u i d a  l a  t o x i n a  con 1 ml de a d y u v a n t e  c o m p lé t a  
de F reu nd  (ACF) . En l a s  s i  g u i  e n t e s  se u t i l i z c i  a d / u v a n t e  
in c o m p l è t e  (A iC F )  en v e r  d e l  an t e n  o r ment e  c i t a d o .  La
emul s i  6n se o b te n i 'a  a g i  ta n d o  d u r a n t e  2 - 3  m in u te s  l a  mezcl a en
un a g i t a d o r  e x c é n t r i c o .  Se c o n s i d e r a b a  que e r a  c o r r e c t a  s i  l a
segun da  g o t a  que se v e r t i a  en una p l a ç a  de p é t r i  con agua
d e s t i l a d a  no se d i s p e r s a b a ,  s in o  que p e r m a n e c ia  como un
g l ô b u l o .  In m e d ia t a m e n t e  se  p r o c e d i a  a i n o c u l a r  1ml de d i c h a
e m u ls i  dn po r  v f a  s u b c u t^ n e a  a cada  l a d o  d e l  d o rs o  d e l  c o n e j o ,
a l a  a l t u r a  de l a  e s c ^ p u l a ,  p r e v i o  a l i  s a m ie n to  d e l  p e l o  con
una to r u n d a  empapada en a l c o h o l .
El peso de l e s  a n im a le s  e r a  s e g u id o  c u id a d o s a m e n t e , 
r e g i s t r ^ n d o s e  e l  d i a  de l a  i n o c u l a c i r f n  y 1 os dos p o s t e r i o r e s  
a l a  misma h o r a .  De e v i  d e n c i  a r  se una p e frd id a  de peso y que no 
se r e c u p e r a b a  a n t e s  d e l  d i a  p rog ra m a do  p a ra  l a  s i  g u i  e n t e  
i n o c u l a c i d n ,  ^ s t a  se  r e t r a s a b a .  De i g u a l  fo rm a  se  v i g i l a b a  l a  
p o s i b l e  a p a r i c i â n  de a b s c e s o s ,  que de o b s e r v a r s e ,  e r a n
t r a t a d o s  p r e c o z m e n t e .  En n in g d n  momento se p r i v u  a 1 os  
a n im a le s  de a l i m e n t o  o de b e b i d a .
B . 3 . 5 . b. E x t r a c c i d n  de l a  s a n g r e  v o b t e n c id n  d e l  s u e ro
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Con p e r i o d i c i d a d  semanal se  p r o c e d i a  a s a n g r a r  1 os a n im a le s  a 
f i n  de o b t e n e r  e l  s u e r o .  Con e s t e  p r o p d s i t o ,  se  i n t r o d u c f a  e l  
a n im a l  en l a  c a j a  d i s e n a d a  a l  e f e c t o ,  e x t r a y ^ n d o l e  l a s  o r e j a s  
p o r  1 os o r i  f  i c i  os c o r r e s p o n d i  e n t e s .  T r a s  d e p i l a r  e l  r e c o r r i d o  
de l a  a r t e r i a  c e n t r a l  de l a  o r e j a  se  l i m p i a b a  l a  t o t a l i d a d  de  
d i c h o  a p ^ n d i c e  con a l c o h o l  y p o s t e r i  o r m e n te  se  a p l i c a b a  una  
t o r u n d a  mo j  ad a en x i l o l  en l a  b a s e  de l a  o r e  j a .  Se i n c i d i ' a
con una a g u j a  e s t é r i l  a modo de l a n c e t s  a l a  que se habî 'a
d e s p r o v i s t o  d e l  co n o ,  i n t r o d u c i da p a r a i e l a m e n t e  a l  c u r s o  d e l  
v a s o ,  p e r m i t i e n d o  que l a  s a n g r e  f 1u y e r a  1 ib r e m e n t e  p o r  e l  
i n t e r i o r  de l a  misma y c a y e r a  s o b r e  1 as p a r e d e s  i n t e r n a s  de  
un tu b o  de v i d r i o  p r e v i a m e n t e  e s t e r i 1 i z a d o .  Cuando e l  vo lum en  
de l a  s a n g r e  e x t r a i d a  e r a  e l  d e s e a d o  ( g e n e r a l m ente 25  m l)  se  
e j e r c f a  una p r e s i d n  m oderada  en l a  b a s e  d e l  p a b e l l t f n
a u r i c u l a r  con e l  dedo a l a  vez que se  r e t i r a b a  l a  a g u ja  y se  
a p l i c a b a  una t o r u n d a  de algodd'n en e l  l u g a r  de l a  i n c i s i c i n .
En l a  com ara de in c u b a c i t f n  a 37 ® C ,  l a  s a n g r e  d e s u e r a b a
d u r a n t e  6 v - 9 0  m in u t o s .  A c o n t i n u a c i d n ,  con una p i p e t a  P a s t e u r  
e s t ^ r  11 se  d e s p r e n d f a  e l  cocTgulo de 1 as p a r e d e s  d e l  t u b o ,  
a l  m acenandose a 4 *C  d u r a n t e  24  h ,  a f i n  de que e l  c o i 'g u lo  se  
c o n t r a j e r a  a l  m=x i mo y e l i  m in a r a  l a  t o t a l i  dad d e l  s u e r o .  
T r a n s c u r r i d o  e s t e  t ie m p o  se p r o c e d f a  a v e r t e r  e l  s u e r o  en 
tu b o s  s s t é r i l e s  con ta p d h  de r o s c a ,  d e p o s i t a n d o s e  a 4 1 os
tu b o s  en p o s i c i d n  v e r t i c a l  p a r a  que se s e d i  m e n ta ra n  1 os 
e r i t r o c i t o s  en s u s p e n s id n .  E l  a lm a c e n a m ie n to  d é f i n i t i v e  de l  
s u e r o  se v e r i f i c a b a  a - 2 0 ®  C en un a rc d h  c c n g e l a d o r , 
conser- .  cTnacse en c c n q e l  a c i  vfn h a s t a  su u s e .
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El.3 . 5 . c .  T i t u l a c i d n  d e l  n i v e l  de a n t i c u e r p o s  e s p e c x f i c o s
E r a  i m p o r t a n t e  c o n o c e r  en to d o  momento l a  e v o l u c i 6 n  de l a  
i n m u n i z a c i d n ,  a f i n  oe s e g u i r  l a  r e s p u e s t a  in mune de ca da  
c o n e j o  en c o n c r e t o ,  a s i  como p a r a  u t i l i z a r  1 os s u e r o s  de  
mayor r e a c t ! v i  dad p a r a  su p u r i f i c a c i d n  y p o s t e r i o r  
u t i 1 i z a c i d n  en e l  m étodo E L IS A .  La c o n s e c u c id n  de e s t e  f i n  se  
l l e v d  a c a b o  p o r  dos t d c n i  ca s  d i  s t i n t a s .
Por  un l a d o ,  se  u t i l i z d  e l  mëtodo de d o b le  d i f u s i d h  en p l a ç a
con s e n s ! b i 1 i  dad d p t im a  d e s c r i  t o  en e l  a p a r t a d o  B . 3 . 6 . b ,
d e p o s i  t a n d o  en e l  p o c i l l o  c e n t r a l  2 y g / m l  de l a  e n t e r o t o x  i na  
e s p e c T f i c a , y en 1 os l a t é r a l e s  e l  s u e r o  o b t e n i d o .  Cuando se  
a p r e c i  a b a  l a  p r e s e n c i a  de una l i n e a  de p r e c i  p i  t a d o ,  se
p r o c e d f a  a c u a n t i f i  c a r  e l  n i v e l  de a n t i c u e r p o s  d e l  s u e r o .
La c u a n t i f i c a c i  dn se e f e c t u d  seg&n l a  t d c n i c a  de d i f u s i d n  
s e n c i l l a  en g e l  de a g a r  (WEISS y ROBBINS, 1 9 7 0 ) ,  que
d é t e r m i n a  qud d i l u c i d n  d e l  s u e r o  p r o b le m s  d i l u i d o  en a g a r
N o b le  a l  0 .3 %  en tu b o s  de d i f u s i d n  s e n c i l l a  fo rm a  una zon a  de
p r e c i p i t a o o  de 10 mm ce  l o n g i t u d  cuando se  e n f r e n t a  a 10  
j jg /m l  de e n t e r o t o x i n a  e s p e c f  f  i  ca en l a s  co n d i  c i  ones que se  
d e t a l 1 an a c o n t i n u a c i d n .
En t u b o s  de c e n t e l l e o  ( 4 . 5  1 cm) se  h i  c i  e ro n  d i l u c i o n e s
d o b le s  s e r i a d a s  d e l  s u e r o  a e s t u d i  a r  en PBS 0 .0 2 M ,  pH 7 . 4 ,
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t e n i e n d o  en c u e n t a  que l a  a d i c i d n  d e l  a g a r  d i l u i a  e l  s u e r o  a 
l a  m i t a d .  Las d i l u c i o n e s  e s t u d i  a d a s  de fo r m a  r u t i n a r i a  e r a n  
1 : 2 0 ,  1 : 4 0 ,  1 : 8 0  y 1: 1 6 0 ,  no s i e n d o  n e c e s a r i  o en n in g u n a
o c a s id n  a m p l i  a r  e s t e  r a n g o .  P a r a  o b t e n e r  l a s  se  an’a d i a n  2 0 0  ^1 
d e l  s u e r o  a 1 . 8  ml d e l  d i 1u y e n t e .  P o s t e r i o r m e n t e  se  r e t i r a b a  
1 ml a l  que se l e  a d i c i  o n ab a  o t r o  de d i 1u y e n t e , m e z c la n d o  
c u i  da do sam ente  con l a  p i p e t a  d i g i t a l . E s t o  s e  r e p e t ^ a  o t r a s  
dos v e c e s ,  d e s p r e c i  ando 1 ml d e l  u l t i m o  t u b o .  Una vez
e f e c t u a d a s  1 as d i l u c i o n e s  se c a l e n t a r o n  en un bano de agua  a 
5 0 * C .
Se f  undid* e l  a g a r  N o b le  ( 0 .6 %  ) i  n t r o d u c i  dn do l o en un
r e c i p i  e n t e  con agua h i r v i e n d o ,  d e p o s i  t a n d o  a c o n t i n u a c i d n  e l  
f r a s c o  que 1o c o n te n T a  en e l  mismo bano de ag ua  a 5 0 * C. Una 
vez se  c o n s i  d e r d  que e l  a g a r  se  h a b i a  e n f r i  ado h a s t a  e s t a
t e m p e r a t u r e  se p r o c e d i a  a i n c o r p o r e r  1 ml a c a d a  uno de 1 os 
t u b o s  que c o n t e n i a  1 as  d i l u c i o n e s  d e l  s u e r o ,  m e z c la n d o  con 
una p i p e t a  P a s t e u r  p e r o  m a n t e n ie n d o  l a  p r e c a u c i d n  de no 
i n t r o d u c i r  b u r b u j a s  de a i r e .  A c o n t i n u a c i d n  se  i n t r o d u c f a n  
con l a  misma p i p e t a  a p ro x  i  madamente 1 . 5  ml en 1 os tu b o s  ce  
O udin  d e s c r i  t o s  en e l  a p a r t a d o  B . 2 . 5 . C . ,  c u id a n d o  que no s e  
f o r m a r a n  b u r b u j a s  en e l  m e n is c o  s u p e r i o r .
T r a s  unos 20  m in u to s  e l  a g a r  h a b i a  s o l i d i f i c a d o  c o m p le ta m e n te  
y e s t a b â  en co n d i  c i  ones p a r a  c o n t i n u e r  con e l  r e s t e  oe l a  
t d c n i c a .  H a c ie n d o  uso de o t r a  p i p e t a  P a s t e u r  se d e p o s i t a b a
s o b r e  e l  a g a r - s u e r o  a p ro x  i m adamente 1 ml de e n t e r o t o x i n a  
p a t r d n  e s p e c i f i c a  d i l u i d a  en PBS <j2M a una c o n c e n t r a c i  dn de
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l ù  p g / m l .
La in c u D a c id n  se e f e c t u d  a 2 8 *C  d u r a n t e  7 d i a s .  T r a n s c u r r i  do  
e s t e  t ie m p o  se p r o c e d i a  a m e d i r  con una r e g l e t a  l a  d i s t a n c i a  
de l a  z o n a  de p r e c i p i t a d o  h a s t a  e l  m e n is c o ,  r e p r e s e n t a n d o  en 
p a p e l  semi l o g a r i t m i c o  de c u a t r o  c i  c l  os en e l  e j e  de  1 as  
o r d e n a d a s  1 os v a l o r e s  r e g i  s t r a d o s , m i e n t a s  que en e l  de  
a b s c i  sas l a  i n v e r s a  de l a  d i l u c i d n  d e l  s u e r o .  Se t r a z a b a  una  
i f n e a  c o ï n c i d e n t e  con 1 os c u a t r o  p u n t o s .  E l t i t u l o  d e l  s u e r o  
es  a q u e l  1 a d i l u c i d n  que é q u i v a l e  a una z o n a  de p r e c i  p i  t a c i  dn 
de 10 mm.
B . 3 . 5 . d. P u r i  f  i  c a c id n  d e l  s u e r o
S e  S I  g u i d  l a  t d c n i c a  d e s c r i  t a  p o r  HEBERT e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  
m o d i f i c a C a  1 i  g e r a m e n t e .  T r a s  m e d i r  e l  v o l u m e n  d e  s u e r o  s e  
a n a d i ' a  u n a  c a n t i d a d  i g u a l  d e  a g u a  d e s t i l a d a .  Se v e r t i ^ a  e n  u n  
v a s o  d e  p r e c i p i t a d o  a d e c u a d o  y  p o r  m e d i o  d e  u n a  b a r r i t a  
m a g n é t i c a  s e  f a v o r e c f a  l a  a g i t a c i d n  1 e n t a  y  c o n s t a n t e  d e  l a  
m e z c l a ,  a  l a  q u e  s e  i b a  a n a d i  e n d o  g o t a  a g o t a  c o n  u n a  p i p e t a  
e l  m is m o  v o l u m e n  q u e  e l  s u e r o  o r i g i n a l  d e  u n a  s o l u c i  d n  d e  
s u l f a t d  a m d n i c o  s a t u r a d o .  A m e d i d a  q u e  s e  i b a  i  n e o r p o r a n d o  e l  
S L i l f a c o  a m d n i c o  s e  a p r e c i  a b a  e l  i  n c r e m e n t o  d e  l a  t u r b i d e z  d e l  
s u e r o .
T r a s  m a n te n e r  e l  s u e r o  con 1 os demas a d i t i v o s  a 4 * C  d u r a n t e  
l a  noche se p r o c e d ^ a  a c e n t r i f u g e r  a 5 0 0 0  rpm d u r a n t e  15 
m in u to s  a 4 *  C. Se d e s p r e c i a b a  e l  s o b r e n a d a n t e ,
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r e d 1 s o l V I e n d ose e l  p r e c i p i t a d o  en 5 ml de  PBS O .O IM .  A 
c o n t i n u a c i d n  se  i n t r o d u c f a  e l  p r o d u c t o  en un tu b o  de c e l  o fa n  
( t i p o  8 / 3 2 )  , d i  a l  i  z = n d o s e  d u r a n t e  24  h f  r e n t e  a Cl Na 0 .8 5 ' / . ,  
pH 8 . 0 .
Se e x t r a i a  c u id a d o s a m e n t e  con una p i p e t a  P a s t e u r  y ,  t r a s
m e d ir  l a  a b s o r b a n c i  a a 2 8 0  nm, se c a r g a b a  l a  c o lu m n a ,  
e lu y e n d o  con PBS O .O i r i ,  pH 7 . 2 .  La v e l o c i d a d  de f  1 u j o  e r a  
a p r o x i  madamente 1 m l /m i  n y 1 as  f r a c c i  ones  r e c o g i d a s  de 10 m l .  
Se c a l  c u l d  e l  vo lum en  de v a c T o  de l a  c o lu m n a  en 170 m l ,  por
1o t a n t o  1 os 150 ml i  n i  c i  a l  e s  e r a n  d e s p r e c i  ad os  em pezando a
r e c o g e r s e  a p a r t i r  de 1 os  mismos y c o n s i  d e r a n d o  e l  c o n t e n i  do 
de es e  p r im e r  tu b o  como f r a c c i  6n 1.
Una vez  o b t e n i d a s  80  f r a c c i  o n es  se  m e d ia  l a  d e n s i  dad é p t i c a  
de l a s  mismas a 28 0  nm de l o n g i t u d  de onda con 1uz
u l t r a v i o l e t s ,  a n o t . n d o s e  1 os r e s u l t a d o s .  E s to s  e r a n  
t r a n s f e r i  dos a p a p e l  m i 1 1m e t r a d o , t r a z r f n d o s e  l a  g r  = f i c a
c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p a t r d n  de e l u c i d n .  De 1 os d i s t i n t o s  p i c o s  
se e l e g i a  e l  que e r a  so s p e c h o s o  de c o n t e n e r  1 as
in m u n o g lo b u l1 na s  G y se  co m b in a b a n  l a s  f r a c c i  ones  en un vaso  
de p r e c i p i t a d o  de 2 5 0  ml de c a p a c i  d a d . La  d e n s i  dad ( i p t i c a  e r a  
de nu evo 1 e T d a , c a l c u l ^ n d o s e  e l  p o r c e n t a j e  de p r o t e i ' n a
r e c u p e r  ada en l a  f  r a c c i  6n IgG  segun l a  f  (5^rmul a
densidad ép tica  prote ina  » ■----------------------------
1 .38  d i lue io n
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A c o n t i n u a c i d n  se  i n t r o d u c f a n  l a s  f r a c c i  ones c o m o in a d a s  de  
IgG en un tu b o  de d i â l i s i s ,  c e r r «n do se  1 os e x t r e m o s  con
sendos n u d o s ,  y se  d e p o s i t a b a  en una b a n d e ja  que c on t  en Ta
p o l l e t i l e n  g l i c o l —20M, con e l  o b j e t o  de que se  c o n c e n t r a r a .
T r a n s c u r r i C a s  1 2 - 1 8  h e l  vo lum en  i  n i  c i  a l  se  h a b f a  r e d u c i d o  a 
1 / 5  6 1 / 1 0 .  E l tu b o  e r a  a c l a r a d o  e x t e r n a m e n t e  con agua  d e l
g r i f o  y se  m a n te n ^ a  3 6  4 m in u t o s  en ag ua  t i b i a .  A
c o n t i n u a c i d n  se  r e c o g i a  e l  c o n t e n i  do en uno de 1 os e x t r e m o s ,  
p r e s io n a n d o  con 1 os dedos  a f i n  de a r r a s t r a r  h a c i a  a l l i  l a  
mayor p a r t e  d e l  mismo. Se an u d ab a  de n u evo  e l  t u b o ,  c o r t a n d o  
e l  e x t r e m o  no u t i l i z a d o ,  y se  d i  a l i  z aba e x t e n s i v a m e n t e  f r e n t e  
a tampdn c a r b o n a t o  0 . 0 1 M, pH 9 . 6 ,  cambi ando e l  tampdn en 
r e p e t i d a s  o c a s i o n e s .
Se p r o c e d i a  n u e v a m e n te  a e f e c t u a r  l a  l e c t u r a  de l a  d e n s id a d  
ô p t i c a  y se c a l  c u l a b a  l a  c a n t i d a d  de p r o t e T n a  p r é s e n t e  
a p l i c a n d o  l a  f d r m u l a  a n t e r i o r  p e r o  m u l t i p l i c a d a  p o r  l a  
i n v e r s a  de l a  d i l u c i d n  r e a l i z a d a  a f i n  de que l a  l e c t u r a  
e n t r a r a  d e n t r o  de 1 os l i m i t e s  de l a  e s c a l a .
En VI a i e s  de 2 drani de c a p a c i  dad se  d i s t r i b u T a  e l  v o l  umen
c o r r e s p o n d i e n t e  a 10 y 1 mg de p r o t e i n a  y se  c o n g e la b a n  a - 2 0 *  
C p a r a  p o s t e r i o r m e n t e  p r o c é d e r  a 1 i o f i 1 i z a r l o s , paso con e l  
que se da ba  p o r  c o n c l u i d o  e l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i d n .
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B . 3 . 5 . e .  M a rca d o  con p e r o x i  d a s a
P a ra  l a  c o n j u g a c i d n  de 1 os  a n t i c u e r p o s  con e l  e n r im a  e l e g i  do 
se s i g u i d  l a  t d c n i c a  de NAKANE y KAWAOI ( 1 9 7 4 ) ,  con l i g e r a s  
m o o i f 1c a c i o n e s  en e l  s e n t i  do de r e d u c i r  e l  ndmero de p a s o s ,  
p u e s t o  que se o P s e r v d  que no m e jo r a b a n  l a  s e n s i b i 11dad n i  
d e te r m in a b a n  l a  a p a r i c i d n  de r e a c c i o n e s  i n e s p e c i f i c a s  en l a  
t ^ c n i c a .  E l  m étodo e s  e l  que a c o n t i n u é e io n  se  d e s c r i b e :
C in c o  mg de p e r o x i  d a s a  de  r i b a n o  p i c a n t e  (HftPO -  h o rs e  r a d i s h  
p e r o x i d a s e )  e r a n  d i  s u e l t o s  en 1 . 0  ml de COjHNa 0 . 3  M, pH 8 . 1  
p r e p a r a d o  in m e d i a t a m e n t e  a n t e s  de su u s o .  Se ana d fa n  0 . 1  ml 
de una s o l u c i d n  de  f 1u o r o d i n i t r o b e n c e n o  a l  1% en a l c o h o l  
ab so l u t o ,  a f i n  de  b l o q u e a r  1 os g ru p o s  «( -  y £ - a m i n o  a s i  como 
105 h i d r o x i  de l a  HPPO, y e v i  t a r  que se  c o n j u g a r a  c o n s i  go 
misma, p e r o  p e r m i t i e n d o  en vez que f o r m a r a  b a ses  de S c h i f f  
con 1 os g r u p o s  y 6 -a m i  no de 1 as  p r o t e f n a s  d i s p o n i b l e s .
Una vez a g i  t a d o  s u a v e m e n te  en un a g i  t a d o r  o r b i t a l  d u r a n t e  una  
h o r a  se  a d i c i o n a b a  1 . 0  ml de  lO^Na ( m - p e r i o d a t o  s d d ic o )  0 . 08M 
en agua c e s t i 1 a d a , c o n t i  nu an do  l a  a g i t a c i  dn d u r a n t e  o t r o s  30  
m in u t e s .  La  ox i d a c i  dn de  l a  p o r c i d h  g l u c f d i c a  de l a  m o ld c u la  
de HPPO p o r  e s t e  c o m p u e s to  p e r m i t i a  l a  f o r m a c i d n  de a ld e h f d o s  
que d a r i a n  1 as b a s e s  de S c h i f f ,  p u e n te s  e n t r e  e l  en z im a  y 1 os 
a n t i  c u e r p o s .
Se arTadfa a c o n t i n u a c i d n  1 . 0  m,l de e t 1 1 en g l i c o l  0 .  16M en 
agua d e s t i l a d a ,  con o b j e t o  de f r e n a r  l a  r e a c c i  (fn y se
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m e z c la b a  p o r  a g i  t a c i  dn s u a v e  d u r a n t e  1 h o r a  a t e m p e r a t u r a  
ambi e n t e .  A c o n t i n u a c i d n  se  i n t r o d u c i a  l a  s o l u c i d n  en un tu b o  
de d i  d ï  i  s i  s ( t i p o  8 / 3 2 )  y se  r J i a l i z a b a  f  r e n t e  a t r è s  
v o lu m e n e s  de 1 L de  b u f f e r  c a r b o n a t o  s d d ic o  O .O IM ,  pH 9 . 5 ,  a 
4 •  C, p a so  e n c a m in a d o  a r e s t a b l e c e r  l a  a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a  
p e r d i  d a .
E l  d i 'a  s i  g u i  e n t e  se an ad i  an 10 mg de IgG pu r  i f  i ca d a  de 
a c u e r d o  con 1o e x p u e s t o  en e l  a p a r t a d o  a n t e r i o r ,  d i s u e l t o  en  
1 . 0  ml de  b u f f e r  c a r b o n a t o  O .O IM ,  pH 9 . 5  y se m e z c la b a  
s u a v e m e n te  p o r  e s p a c i o  de 2 6 3 h o r a s  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n t e .
A c o n t i n u a c i  6n se  a n a d f a n  5 mg de BH^Na ( b o r o h i d r a t o  s c jd ic o ) ,
p e r m i t i e n d o  que r e a c c i  o n a r a n  d u r a n t e  3 a 18 h a 4 * C ,  y a s i  
e s t a b i  1 l ' z a r  1 as  b a s e s  de S c h i f f  f o r m a d a s .
T r a s  d i  a l i  z a r  l a  s o l u c i d n  a 4®C f r e n t e  PBS 0 . 0 1  M, pH 7 . 2
d u r a n t e  18 h se  p r o c e d i a  a d i s t r i b u i r  e l  c o n ju g a d o  en
a l  1 c u o t a s  c o n v e n i e n t e s , d e p e n d i  endo de l a  p o te n c  i a d e l  mi smo. 
P a r a  su c o n s e r v a c i d n  se  a n a d i a n  10 mg de s e r o a lb û m i n a  b o v in a  
/ m l  y se  a lm a c e n a b a n  a - 2 0 " C.
B . 3 . 6 .  METODOS PARA EL A N A L IS IS  DE ENTEROTOXINAS
B. 3 .  o .  a .  T d c n ic a  de d o b l e  d i f u s i d r i  en g e l  de a g a r  en
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Los p o r t a o b j e t o s  se  l a v a r o n  r e p e t i d a s  v e c e s  en una s o l u c i  6n 
d e t e r g e n t s , t r a s  1o c u a l  se  a c l a r a r o n  c u i  d a d o sam en te  p r i m e r o  
con agua d e l  g r i f o ,  y p o s t e r i o r m e n t e  con agua d e s t i l a d a .
P o s t e r 1 o rm e n te  se  p e g a r o n  dos t i r a s  de c i n t a  a i  s i  a n t e , 
d e ja n d o  e n t r e  e l 1 as  una d i s t a n c i a  de 2 cm. L a s  t i r a s  t e n f a n  
una l o n g i t u d  de 11 cm y se  co m enzaron  a p e g a r  a 0 . 5  cm d e l  
e x t r e m o  d e l  p o r t a ,  e n r o l 1 à n d o la s  dos v e c e s , e s t  i  r a n d o l o  
I l g e r a m e n t e  y e v i t a n d o  que q u e d a ra n  a t r a p a d a s  b u r b u j a s  de  
a i r e  en su i n t e r i o r .  Se to m a ro n  p r e c a u c i o n es  p a r a  que e l  
e x t re m o  f i n a l  c o i  n c i  d i  e r a  con e l  i n i c i a l . P o s t e r i  o r m e n t e  se  
e j e r c i d  p r e s i d n  s o b r e  l a  c i n t a  a i  s i  a n t e  con un 1 dp i  z p a r a  que  
l a  a d h e s id n  f u e r a  p e r f e c t a  y no se  1 i  b e r a r a  en 1 os d i s t i n t o s  
l a v a d c s ,  e v i t a n d o  a s i  que e l  a g a r  se i n t r o d u j e r a  e n t r e  e l  
v i d r i o  y l a  c i n t a .
Una vez r e a l i z a d a  e s t a  o p e r a c i d n , 1 os p o r t a o b j e t o s  se  l a v a r o n  
en una s o l u c i d n  d e t e r g e n t e ,  a c l a r â n d o l o s  de nu evo  p r i m e r o  con  
agua d e l  g r i f o  y p o s t e r i  o r m e n te  con agua d e s t i l a d a .  Se 
d e p o s i  t a r o n  e n t r e  un p a p e l  de f i l t r o  d o b la d o ,  e j e r c i e n d o  
c i e r t a  p r e s i o n  p a r a  r e t i r a r  e l  agua  p r é s e n t e .
A c o n t i  n u a c i  d n , se  r e c u b r i  e r o n  1 as zo n as  i n c l u i d a s  d e n t r o  oe 
l a s  dos ba n d as  de c i n t a  a i  s i  a n t e  con a g a r  a l  0 .2 % .  Se 
a n a d i e r o n  3 d 4 g o t a s  de a g a r  f u n d i d o  y a una t e m p e r a t u r e  de  
7 0 ® C , e x t e n d i d n d o l a s  con una to r u n d a  de a lg o d d n  g r a s o .  T r a s
es = r t e s  e l  ac a r  se hacTa  so l i a ; : cado v se p r o c e d i a
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A n t e s  de que e s t e  se s o l i  d i  f  i  c a r a ,  p e r o  cuando se  h a P i a  
a l c a n z  ado un g r a d o  de e n f r i a m i  e n t o  s u f  i  c i  e n t e  como p a r a  que 
e l  a g a r  no se  i n t r o d u j e r a  po r  1 os p o c i l l o s ,  se  d e p o s i t a b a  l a  
p l a n t i l l â  de p l e x i g l a s  c u id a d o s a m e n t e  en e l  campo d e l i m i t a d o  
p o r  1 as c i n t â s  a d h e s i  v a s ,  com probando que c o n t a c t a b a  
p e r f e c t a m e n t e .
Una vez  e n f r i  ado se  d e p o s i  t a b a n  l o s  p o r t a o b j e t o s  en l a  cdm ara  
humeda a f i n  de e v i  t a r  a l  mâximo l a  d e s e c a c id h  d e l  a g a r .
Con una p i p e t a  c a p i l a r  se to m a b a  un pequeno vo lum en d e l à  
m u e s t r a  a a n a l i  z a r  y se  d e p o s i  t a b a  en dos p o c i l l o s  l a t é r a l e s  
o p u e s t o s .  En e l  c e n t r a l  s e  i n t r o d u c i a  e l  a n t i  s u e r o  e s p e c f f i c o  
y en l o s  p o c i l l o s  l a t é r a l e s  r e s t a n t e s  l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r d n  
c o r r e s p o n d i e n t e .  La s  p o s i b l e s  b u r b u j a s  de a i r e  a t r a p a d a s  en 
e l  e x t re m o  de l o s  p o c i l l o s  se  r e t i r a b a n  con una a g u j a  de  
v i d r i o  f a b r i c a d a  con una p i p e t a  c a p i l a r .
Una vez r e l l e n o s  l o s  p o c i l l o s  s e  c e r r a b a  l a  c /m a r a  de humedad  
y se  l l e v a b a  a i n c u b a r  a 3 7 *C  d u r a n t e  48  h .
T r a n s c u r r i  do e s t e  t i e m p o  se  r e t i r a b a  c u id a d o s a m e n te  l a  
p l a n t i l i a  de p l e x i g l a s ,  h a c i ë n d o l a  r e s b a l a r  s o b r e  e l  a g a r . Se 
c o n s i d e r a b a  que l a  m u e s t r a  e r a  p o s i t i v a  a l  1 f  donde p o d ia  
VI s u a i  i z a r s e  l a  p r e s e n c i a  de  una r a y a  de p r e c i p i t a d o  a l l i *  
donde l a  e n t e r o t o x i n a  c o r r e s p o n d r a  con e l  a n t i s u e r o  
•= = r  r* : ' t e . 2: ch? 1 f n e a  se a o r e c i a b a  me j o r  s i  se ex ami naba  e l
Tabla M5: Concentraciones de Enterotoxinas y diluciones 
de antisueros patrones utilizadas en los 
mëtodos de detecciôn.
Enterotoxinas y 
antisueros
Técnica del 
microporta O.S.P.
EEA 0.5 pg/ml 4 pg/ml
antiEEA 1 ; 60 1 : 24
EEB 0.5 pg/ml 4 pg/ml
antiEEB 1 ; 140 1 : 40
EEC., 0.25 pg/ml 4 pg/ml
antiEEC., 1 : 240 1 : 24
EED 0.25 pg/ml 2 pg/ml
antiEED 1 ; 96 1 : 16
EEE 0.25 pg/ml 4 pg/ml
antiEEE 1 :240 1 : 32
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p o r t a o b j e t o s  con lu s  i n d i r e c t a .  En a q u e l 1 os c a s a s  en l o s  
c u a l e s  l a  l e c t u r a  e r a  dudosa se  s u m e rg ia n  l o s  p o r t a o b j e t o s  en 
b u f f e r  f o s f a t o  s a l i n o  d u r a n t e  b r e v e s  i n s t a n t e s .
B . 3 . 6 . b . M é tod o  en p l a ç a  de d o b le  d i f u s i d n  con s e n s i  b i 1 i dad  
d p t im a .  (ROBBINS e t  a l . ,  1 9 74 )
P a r a  e s t e  m éto do  se  v e r t T a n  3 ml de a g a r  N o b le  a l  1.2%
( p r e p a r a d o  c o n fo rm e  a 1o d e s c r i  t o  en e l  a p a r t a d o  B . 2 . 7 . b . ) en
una p l a ç a  de p é t r i  de 50  >: 12 mm. Una vez  s o l i d i f i c a d o  se
a j u s t a b a  l a  p l a n t i l i a  de p l e x i g l a s  s o b r e  l a  p l a ç a  y con l o s
s a c a b o c a d o s  a d e c u a d o s  se  m arcaban l o s  p o c i l l o s
c o r r e s p o n d i  e n t e s .  T r a s  1e v a n t a r  l a  p l a ç a  se r e t i r a b a  e l  a g a r
de l o s  p o c i l l o s  con l a  ayuda  de un asa de p l a t i n o .
En t o d a s  l a s  e x p e r i e n c i  as se d e p o s i  t a b a  e l  a n t i  s u e r o  
e s p e c i f i c o  en e l  p o c i l l o  c e n t r a l  m ie n c r a s  que en 1 os dos
l a t é r a l e s  p e q u e n o s  se an ad i 'a  l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r é n
p e r t i n e n t e .  En l o s  c u a t r o  p o c i l l o s  l a t é r a l e s  r e s t a n t e s  se
s i  tu a b a n  dos m u e s t r a s  p r o b lè m e s  d i f e r e n t e s  e n f r e n c a d a s  en
d i a g o n a l .  E s t a s  m u e s t r a s  e r a n  b i e n  e x t r a c t o  de a l i m e n t o  o
b i e n  s o b r e n a d a n t e  de c u l t i v o  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  p r o d u c c i6 n  de 
e n t e r o t o x i n a  segun 1o d e s c r i t o  en e l  a p a r t a d o  B . 3 . 3 .  Las
c o n c e n t r a c i ones e s p e c i f  i ca s  p a r a  ca da  e n t e r o t o x i n a  se 
d é t a i l  an en l a  t a b l a  M5.
P a r a  su d é s a r r o i  1 o , se  c e r r a b a n  l a s  p l a ç a s  con su t a p a d e r a
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c o r r e s p o n d i e n t e  y se  i n t r o d u c i  an en una cé ’m ara  de humedad,  
l l e v c fn d o s e  a l a  e s t u f a  p a r a  su i n c u b a c i t f n  a 3 7 "C d u r a n t e  un
m in i  mo de 24 h.
T r a n s c u r r 1 do e s t e  t i e m p o  se  ex ami n a b a  l a  p r e s e n c i a  de  una  
l i n e a  de p r e c i p i t a d o  e n t r e  e l  p o c i l l o  c e n t r a l  y l o s  l a t é r a l e s  
m e d ia n t e  1uz i n d i r e c t a .  A f i n  de r e a l z a r  d i c h a  I f n e a  en l o s  
c a s e s  n e g a t i v e s  y dudosos se  v e r t i a n  en l a  p l a ç a  2 ml de una  
s o l u c i d n  0 .  IM de POi^Hg, se  r e t i r a b a n  é s t o s  y se  l a v a b a  con
PBS O .O IM  p a r a  p o s t e r i  o r m e n te  a n a d i  r  o t r o s  3  ml de r o j o  de
t i a z i n a  a l  0 .0 5 7 . .  T r a s  r e t i r a r  e s t a  s o l u c i d n  se  l a v a b a  de  
nu evo  con PBS O.OIM y se  p roc ed i"a  a l a  l e c t u r a  f i n a l  de l a
p l a c a .
B . 3 . 6 . C .  Método de e n r im o  inmuno a n d l  i s i  s (E L IS A )
P a r a  l a  d e t e c c i d n  p o r  m ecanism os e n z i m é t i c o s  de l a s
e n t e r o t o x i n a s  se  u t i l i z d  l a  t é c n i c a  de E L IS A -S a n d w ic h  DAS 
(FREED e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  p o r  l a  que e l  a n t i g e n o  r e a c c i o n a  t a n t o  
con l o s  a n t i c u e r p o s  que t a p i z a n  l a  p l a ç a  de m i c r o t i t u l a c i d n  
como con l o s  que e s t a n  c o n ju g a d o s  con e l  e n z im a ,  s i  endo ambos 
o b t e n 1 dos en e l  mismo a n i m a l .
Se d i  1 ui"a una s o l u c i d n  m adré de i nmunogl ob u l i  na s  G 
e s p e c i f 1 c a s , p u r i  f  i c a d as  t a l  y como se d e s c r i b i d  en e l  
a p a r t a d o  B. 3 . 5 . d . ,  en tampdn c a r b o n a t o ,  û . I M ,  pH 9 . o a l a
cc'-csrtr^.c: dn de 7.5 pc, ni . anadi endo 1'-)0 pl en cada pocillc.
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En n in g û n  c a so  se  t a p i  = aban l a s  f i l a s  denomi nadas  A y H 
( e x t r e m o s  s u p e r i o r  e i n f e r i o r ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) , p e r o  se  
r e l 1enaban con 2 0 0  p l  de agua c o r n  e n t e , a f i n  de im p e d i r  l a  
d e s e c a c id n .  A c o n t i n u a c i d n  se  c u b r f a n  con una l â m in a  de  
p a r a f i l m  y con su  t a p a d e r a  r e s p e c t i v e ,  f a c i 1 i  ta n d o  un buen  
a j u s t e , que e r a  a s e g u ra d o  m e d ia n te  dos a n i l l o s  e l é s t i c o s ,
d i  s p u e s to s  p e r p e n d i  c u l a r m e n t e .  E s t a  p r d c t i c a  se  o b s e r v a b a  a 
1 o l a r g o  de l o s  d i s t i n t o s  pa sos  que e x i g e  l a  t é c n i c a  EL15A.  
Se i  n c ub aba  a t e m p e r a t u r e  a m b ie n te  en a g i  t a c i d n  d u r a n t e  1 4 -1 8  
h .  Al d i a  s i  g u i  e n t e  se  p r o c e d i a  con PBS-TWN a 1 a v a r  l a  p l a ç a  
t r è s  v e c e s  c o n s é c u t i v e s ,  d e ja n d o  r e p o s e r  e l  tampdn de l a v a d o  
d u r a n t e  5 m in u t o s  ca da  v e z , p a r a  lu e g o  a r r o j a r l e  con  
s â c u d id a s  e n d r g i  c a s .  T r a s  g o l p e a r  r e p e t i d a m e n t e  l a  p l a ç a  
c o n t r a  un p l i  eg o  de p a p e l  de f i l t r o ,  a f i n  de  e l i m i n a r  l a  
mayor p a r t e  d e l  l i q u i d e ,  se  a n a d i a  e l  e x t r a c t o  de a l i m e n t o  en 
un p r i n c i p i o  a t r è s  c o n c e n t r a c i o n e s , d i 1uyendo s ie m p re  con  
PBS-TWN en l a  p r o p i  a p l a ç a .  En 1 os dos p r im e r o s  p o c i l l o s  l a
m u e s t ra  no se d i l u i a ,  en l o s  dos segundos se d i l u i a  a l a
m i t a d ,  m i e n t r a s  que en l o s  dos t e r c e r o s  e r a  a un q u a r t o .  Si
en l e s  p o c i l l o s  donde l a  m u e s t ra  e s t a o a  mas d i l u i d a  l a
a b s o r b a n c i  a e r a  s u p e r i o r  a l a  c o r r e s p o n d  e n t e  de 10 n g /m l  en 
d i c h a  p l a ç a ,  s e  p r e p a r a b a  o t r a  en l a  que l a  m u e s t ra  se
e n c o n t r a r a  d i l u i d a  a 1 : 4 ,  1 : 8  y 1 : 1 6 .  En n in g u n  ca so  f u e
n e c e s a r i o  r e p e t i r  una t e r c e r a  p l a ç a  con l a  m u e s tra  més 
d i l u i d a .  En c a d a  una de 1 as p l a ç a s  se r e s e r v a b a n  12 p o c i l l o s  
p a r a  d i s p o n e r  ig u a l m e n t e  po r  d u p l i c a d o  1 as d i s t i n t a s
d i l u c i o n e s  de l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r d n .  D ic h a s  d i l u c i o n e s  se  
e f e c t u a b a n  t a m b ié n  en PBS-TWN y e r a n  1 as s i  gu i e n t e s :  0 ,
Figura : Diagrama de flu jo  de la secuencia de pasos en et 
método E L I SA.
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(1 .6 2 5 ,  1 . 2 5 ,  2 . 5 ,  5 y 10 n g /m l  . De e s t a  f or ma en ca oa  p l a ç a
se s i t u a o a n  10 m u e s t ra s  a l  i i r ,entar  i  as mas una e s c a l  a p a t r r fn .  
Los v o l  umenes - f i n a l e s  d e p o s i  t a d o s  en cada  p o c i l l o  e r a n  de 100
^a.
Una vez in c u b a ü o  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  d u r a n t e  120 m in u to s  
en a g i  t a c i  d n , se  v e r t i a  e l  c o n t e n i d o  y se l a v a b a  l a  p l a ç a
segun 1o d e s c r i t o  a r r i b a .  E l  c o n ju g a d o  se  d i l u f a  en PBS-TWN,
a c o n c e n t r a c i o n es  v a r i a b l e s  d s p e n d ie n d o  de l a  p o t e n c i a  d e l  
mismo, p e r o  p o r  1o g e n e r a l  o s c i l a b a n  e n t r e  1 : 2 0 0  y 1 : 1 0 0 0 ,  
i n c o r p o r a n d o  5 0  p l  en ca da  p o c i l l o .  T r a s  i n c u b a r  d u r a n t e  60  
m in u t o s ,  con i g u a le s  c a r a c t e r i s t i  cas  que a n t e s ,  se  l a v a b a  l a  
p l a ç a  n u e v a m e n te  y se p r o c e d f a  a a n a d i  r  l a  s o l u c i d n  
s u b s t r a t o .  E s t a  e r a  a n a d i  da a r a z d n  de 100 j i l / p o c i l l o ,  
p e r m i t i d n d o s e  que se ox i d a r a  e l  crom dgeno en a g i  t a c i  6n s i  n 
t s p a r  l a  p l a ç a .  T r a n s c u r r  i dos 2 5  m in u to s  se p r o c e d i 'a  a l e e r  
l a  p l a ç a  con e l  l e c t o r ,  a 40 5  nm de l o n g i t u d  de on da .
El Cal c u l o  de l a  c o n c e n t r a c i d n  de e n t e r o t o x i n a s  p r é s e n t e  en 
l a  m u e s t r a  se  r e a l i z a b a  por  c o m p a r a c id n  de l a  a b s o r b a n c i a  de  
d s t a  con l a  o b t e n i d a  con l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r d n  en es a  misma 
p l a ç a .  P a r a  e i l o .  se p ro c e d T a  de dos fe r m a s :
♦ p o r  un l a o o  se r e p r e s e n t a b a n  en un p a p e l
s e m i1 o g a r f t m i c o  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con l a s
d i l u c i o n e s  de l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r d n .  p a r a  
p o s t e r  1 o rm e n te  t r a s l a d a r  l e s  v a l o r e s  de a b s o r b a n c i a  
o b t e n i d o s  con l a s  m u e s t r a s  p r o b ie m a  y h a l l a r  
d i r e c t a m e n t e  l a  c o n c e n t r a c i d n .
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*  p o r  o t r o  l a d o ,  s e  c a l  c u l  ab a  de -forma t e d r i c a ,  con e l  
p ro g ra m a  in c o r p o r a d o  en  l a  c a l c u l  a d o r a  c i e n t i - f i c a  
T e x a s  I n s t r u m e n t s  T I - 5 1 - I I I ,  m e d ia n t e  e l  c u a l , t r a s  
i n t r o d u c i r  l o s  v a l o r e s  de l a  a b s o r b a n c i a  p a r a  ca da  
d i l u c i d n  de l a  e n t e r o t o x i n a  p a t r d n ,  s e  podTa h a l l a r  
e l  c o e f i c i  e n t e  d e  c o r r e l a c i  d h , l a  p e n d i e n t e  de  l a  
r e c t a  y l a  i n t e r c e p c i d n  en e l  e j e  de l a s  o r d e n a d a s ,  
a s i  como l a  c o n c e n t r a c i  dn de  e n t e r o t o x i n a  p a r a  
c u a l q u i e r  v a l o r  de  a b s o r b a n c i a .
B . 3 . 7 .  METODO DE DETECCION DE NUCLEASAS
En e l  a g a r  a z u l  de t o l u i d i n a ,  p r e p a r a d o  c o n fo rm e  l o  d e s c r i t o  
en e l  a p a r t a d o  B . 2 . 8 . , se  d e p o s i t a b a n  6 0  p l  b i e n  d e l  e x t r a c t o  
d e l  a l i m e n t o  p r e p a r a d o  p a r a  l a  d e t e c c i d n  de e n t e r o t o x i n a s  por  
l a  t d c n i c a  E L IS A ,  o b i e n  d e l  a l i m e n t o  f n t e g r o  en l o s  c a s o s  de  
m ayonesa y 1e c h e  c o n d e n s a d a ,  o de  l a  m u e s t r a  de queso d i l u i d a  
1 : 3  en agua  de p e p to n a  1% *  Tween 2 0  ( B . 3 . 2 . C . ) .
P a r a  l a  o e t e c c i  dn de l a  deox i  r r  i  b o n u c 1e a s a  t e r m o e s t a b l e  
(TNAsa) se  c a l e n t a b a n  2 ml de  a l i m e n t o  en tu b o s  E p p e n d o r f  a 
v a p o r  - f l u e n t e  en e l  a u t o c l a v e  d u r a n t e  15 m in u t o s ,  
t r a n s c u r r  1 dos l o s  c u a l  e s  s e  en-f r  i  aban r ^ p i  d a m e n te .  A 
c o n t i n u a c i d n  s e  p r o c e d f a  de l a  fo rm a  i n d i c a d a  mds a r r i b a .
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L a s  p l a ç a s  s e  i n c u P a b a n  a 3 7 » C d u r a n t e  4 h ,  t r a n s c u r r i d a s  l a s  
c u a l e s  s e  m e d i a  e l  d i  « m é t r o  d e l  h a l o  c o n  u n a  r é g l a .
B . 3 . 8 .  METODOS ESTADISTICÜS
E l  p r o c e d i m i e n t o  e s t a d i s t i c o  a l  que se  r e c u r r i d  con mayor  
- f r e c u e n c ia  f u e  e l  a n d l  i  s i  s de  v a r i  an za  p o r  d i  f e r  e n c i  a e n t r e  
m é d ia s  ( " c o m p a ra c i  dn de dos m é d i a s " ) .  E s t a  r e s p o n d e  a l a  
f d r m u l a
s i  endo m.  ^ y m^ l a  m ed ia  d e l  con j u n t o  de m u e s t r a s  de c a d a  t i p o  
a c o m p a r e r ,  r e s p e c t i  v a m e n te , d  1 a d e s v i  a c i  dn t i p i c a ,  y  n e l  
numéro de m u e s t r a s  e x a m in a d a s .  Cuando e s t e  f n d i c e  es  s u p e r i o r  
o i g u a l  a d o s ,  l a  d i  f e r e n c i  a e n t r e  1 as  m u e s t r a s  t i e n e  
s i g n i  f  i c a d o  e s t a d i ^ s t i c o  en e l  i n t e r v a l  o de c o n f  i  a n z a  d e l  95%,  
mi e n t r a s  que s i  es s u p e r i o r  a 2 . 6 ,  l o s  l i m i t e s  de s e g u r i d a d  
son d e l  99%.
Tam bidn se  e s t u d i  d" e l  c o e f  i  c i  e n t e  de c o r r e l  a c i  d n , p a r a  
a n a l i  z a r  l a  d i  s p e r s i  dn de l a  m u e s t r a .  D ic h o  c o e f i  c i  e n t e  se  
c a l c u l a b a  de fo rm a  d i r e c t a  m e d ia n t e  una c a l  c u l  a d o r a  
p r o g r a m a b le  T e x a s  I n s t r u m e n t s ,  m o d e lo T I - 5 1 - I I I , con l a  que  
una vez i n t r o d u c i  dos l o s  d a t o s ,  ademats de l o s  v a l o r e s  de  
m e d ia ,  d e s v i a c i d n  s t a n d a r d  y  v a r i  a n z a ,  ta m b id n  se  h a l l a b a  l a
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p e n d i e n t e  d e  l a  c u r v a  y  l a  i n t e r c e p c i d n  e n  e l  e j e  d e  l a s  
o r d e n a d a s ,  a s i  co m o  l o s  v a l o r e s  t e d r i c o s  d e  " x "  p a r a  u n a  
m e d i c i d n  " y " .
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C INTERES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO
La s i n t o x i c a c i ones p o r  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i 1o c o c i c a s  son un 
tem a d e l  maxima i n t e r n s  d e n t r o  d e l  c a d a  d f a  md"s i m p o r t a n t e  
c a p i t u l e  de l a s  e n fe r m e d a d e s  t r a n s m i t i d a s  p o r  l o s  a l i m e n t e s .  
Las i n f e c c i o n e s  e i n t o x i c a c i on es  humanas o r i g i n a d a s  p o r  e l  
consumo de a l i m e n t e s  han v e n i d o  in c r e m e n t a n d o  su f r e c u e n c i a  
de una fo rm a  p a r a d d j i c a ,  p u e s t o  que e l  he c h o  c o i n c i d e  con un 
m e jo r a m ie n t o  d e l  n i v e l  de v i d a  y de  1 as  c i r c u n s t a n c i a s  
h i g i d n i c o  s a n i  t a r i  a s  de  l a s  p o b l a c i  o n e s .
La s  modi f i  c a c i  o n es  de l o s  h ü b i t o s  c u l i n a r i o s  en  a r a s  de una  
e v o l u c i d n  s o c i a l  que e x i g e  é c o n o m is e r  t ie m p o  en l o s  
q u e h a c e r e s  d o m d s t ic o s  c o n l l e v a  un as  m o d a l id a d e s  n u e v a s  de  
a l i m e n t a r s e .  E l uso  c r e c i  e n t e  de d i  f e r e n t e s  t i p o s  de  
s e m i c o n s e r v a s , de  a l i m e n t e s  p a s t e r i s a d o s ,  de p l a t o s  
p r e c o c i  nados s i g n i f i e s ,  s i  n d u d a ,u n a  é v i d e n t e  v e n t a j a  en e l  
momento a c t u a l ,  p e r o  mani f i e s t a  ta m b id h  una s e r i e  de p e l i  g r o s  
a n t e  c u a l q u i  e r  d e f i  c i e n c i  a en l a  p r o d u c c i d n ,  m a n e jo  y 
c o n s e r v a c id n  de e s t o s  a l i m e n t e s .
De i g u a l  f o r m a ,  e l  c a r ^ c t e r  de u b i c u i d a d  de l o s  
e s t a f  i 1o c o c o s ,  e s t a n d o  p r é s e n t e s  en un a l t o  p o r c e n t a j e  de  
i n d i v i d u o s  ( i  ne 1 u î  dos l o s  mani p u l  a d o r e s  de  l o s  a l i  men t o s  ), en 
l o s  que pueden h a l l a r s e  de fo rm a  s a p r o f  i  t a  o en h e r i d a s  que 
no r e v i s t e n  i m p o r t a n c i  a , i n c r e m e n t s  e l  p e l i g r o  de
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1 n to x  i  c a c i  ones  cle o r  i  gen e s t a f  i 1 o c d c i  c o .
E l  o b j e t i v o  d e l  p r é s e n t e  t r a b a j o  ha s i  do e l  de  e s t u d i  a r  b a j o  
qud c o n d iC l  ones  se  d é s a r r o i  1 aban l o s  e s t a f i 1ococos y se  
s e c r e t a b a n  1 as  e n t e r o t o x i n a s  en t r è s  a l i m e n t e s  d i f e r e n t e s ,  
dos de o r i g e n  1 f c t e o  (q u e s o  d e  t i p o  manchego y 1ec he  
co nd ens ada )  y uno c o n s i d e r a d o  una s a l s a  de mesa ( m a y o n e s a ) . 
De e n t r e  l a  a m p l i a  gama de a l i m e n t e s  que e l  m erc ad o  o f r e c e  a l  
consumi d o r  han s i  do e l e g i d o s  en b a s e  a 1) s e r  de  g ra n  consume  
en n u e s t r o  p a i s ,  y 2 )  c o n s i d e r a r s e  p r o t o t i p o  de a l i m e n t e s  
a lm a c e n a b le s  d u r a n t e  p é r i o d e s  de t i e m p o  m^s o menos l a r g o s  
p o r  e s t a r  l a  f l o r a  m i c r o b i a n a  r e p r i m i d a  p o r  t r è s  f a c t o r e s  
i n h i b i t o r i o s  d e l  c r e c i  mi e n t o :
a)  f l o r a  c o m p e t i d o r a :  qu eso  d e  t i p o  m anc heg o ,
b ) v a l o r  de pH: m a y o n e s a ,  y
c ) a c t i v i d a d  de ag ua:  1 e c h e  c o n d e n s a d a
El queso manchego es  i  n d u d a b le m e n te  e l  de mayor consumo en 
E s p a ç a .  E s t a  p o p u l a r i d a d  d e  1 a que g o : a  se  b a s a  en e l  e x t e n s o  
â r e a  de o r i g e n  d e l  m ism o, a b a r c a n d o  en un p r i n c i p i o  l a s  
p r o v i  n c i a s  que c o n s t i  t u y e n  l a  Mancha: T o l e d o ,  C u e n c a ,
A l o a c s t e  y C iu d a d  R ea l ,  p e r o  ocup and o hoy en d f a  una z o n a  de
e l a b o r a c i d n  mucho mtfs a m p l i a .  P or  1o t a n t o , t r a d i c i o n a l m ente
se ha v e n id o  consumi endo en g r a n  p a r t e  de n u e s t r o  p a l 's , por  
l a  p o s i  b i 1 1 dad de a p ro v e c h a m i  e n t o  de un ex c e d e n t e  de 1e c h e .
A c tu a l  m e n t e , y g r a c i a s  a 1 as  campan'as p u b l  i c i  t a r i  as por  p a r t e  
de 1 as em presa s  que c o n t r i  b u yen  a s f  a r e g u l a r  e l  e x c e d e n t e  de
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l e c n e  p r o c e d e n t e  d e  1 a e s p e c i e  o v i n a ,  a s i  c o m o  d e l  
c o n e 1 e n C l  a m i  e n t e  d e l  c o n s u m i a c r  d e  l a s  i m p o r t a n t e s  c u a l i d a d e s  
n a t r i t i  v a s  d e  e s t e  a l i m e n t o  s u  c o n s u m a  p r o m e t s  e x p e r i m e n t a r  
u n  a l z a  e n  e l  m e r c a d o  i n t e r i o r ,  e  i n c l u s o ,  m e r o e d  a l a  
p r  c t e c c i  d n  q u e  l e  o - f r e c e  1 a r e c i e n t e  c i v u l q a c i c î n  d e  l a  l e y  d e  
" d e n o m i n a c i d n  d e  o n  g e n "  ( B . Q . E .  5  d e  e n e r o ,  1 9 2 5 )  p a s a r  a
s e r  u n  p r o d u c t o  d e  e x p o r t a c i d n .
L a s  p r o p i e d a d e s  d e  c o n s e r v a c i  d n  d e l  q u e s o  s e  b a s a n  e n  l a  
a d i c i d n  i n t e n c i o n a d a  e n  l a  i n d u s t r i a  d e  u n a  f l o r a  1 / c t i c a  
c o m p e t i d o r a  q u e  i n h i d e  e l  c r e c i m i e n t o  u l t e r i o r  d e  1 o s  
m i c r o o r g a n i s m o s  p a t t f g e n o s  p o r  u n a  s e r i e  d e  f a c t o r e s ,  t a i e s  
c o m o  l a  r e d u c c i d n  d e l  p H ,  l a  p r o o u c c i  d"n o e  a c i d o  l ^ c t i c o ,  l a  
c o m p e t i  C l d n  p o r  n u t r i e n t e s  e s e n c i a l  e s , e t c .  E s  b i e n  s a b i d o  
q u e  1 o s  e s t â f i 1 o c o c o s  s o n  u n e s  c o m p e t i d o r e s  d é b i l e s ,  p o r  1 o 
q u e  q u e d a r i a n  a f e c t a d c s .
F a r a  d i s m i n u i r  l a  c c n c e n t r a c i  dn  d e  m i c r o o g a n i s m o s  p r é s e n t e s  
e n  l a  l â c h e  e s  p r a i c t i c a  a c o s t u m b r a d a  e l  p a s t e r i c a r ,  p e r o  ^ s t o  
c o n l l e v a  u n  r i e s g o  i  i n p o r  t a n t e  , y a q u e  p o d r i a  r e c o n t a m i  n a r  s e  
c o n  e s t a f 1 1 o c o c D » , q u e ,  l i b r e s  d e  i  n n i b i  c i  dh c o m p e t i d o r a  y 
g r a c i a »  a un t i e m p o  r X p i d o  de  g e n e r a c i d n ,  p o d r T a n  a d q u i r i r  
n i v e l é s  i m p o r t a n t e s  a n t e s  d e  1 a a d i  c i d n  d e l  c u l t i v e  l a ' c t i c o .
T a m p c c o  e s  i n f r e c u e n t e  e l  f a l l o  d e l  c u l t i v o  i n i  c i  a d o r  
p r i  n c i p a l  m e n t e  p o r  t r è s  c a u s a s :  a )  p r e s e n c i  a d e  c a n t i d a d e s
t r a ç a  d e  s u s t a n c i a s  a n t i b i 6 t i c a s  e n  l a  1e c h e : t >
c c n t a m i n a c i d n  p a r  D a c t e r i d f a g o s ;  y  c )  c o n t a m i n a c i d h  c e l
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c u l t i v a  con e s t a f  i 1o c o c o s .
Un c a s o  e x t r e m o  1o r e p r é s e n t a  l a  u t i 1 i z a c i  dn de 1e c h e  
p r o c e d e n t e  de o v e j a s  a q u e j a d a s  de m a m i t i s  s u b c l f n i c a s .  Se ha  
d e s c r i t o  (AHMED e t  a l . ,  1 9 8 3 a )  que 1 os e s t a f i l o c o c o s  
p r é s e n t e s  n a t u r a l  m ente  en l a  1 e c h e  son mucho maCs r e s i  s t e n t e s  
que 1 os a n a d i  dos a r t i f i c i a l  m e n te  t r a s  l a  p a s t e r i z a c i d n .  P or  
1 o t a n t o ,  cu an d o  d s t a  es  i  n s u f  i  c i  e n t e  ta m b id h  p o d r i a n  
r e p r e s e n t a r  un p r o b le m a  p o t e n c i  a l .
E s t a s  t r è s  c i r c u n s t a n c i a s  i n f l u i r i a n  en e l  d é s a r r o i  1o 
p o s t e r i o r  de 1 os  e s t a f i l o c o c o s  en e l  q u e s o ,  do n d e ,  m erced a 
l a  r i  q u eza  n u t r i t i v e  d e l  m ism o, y a l  l a r g o  p e r i o d o  de  
m a d u ra c i  d n , podri^an c r e c e r  en num éro  s u f  i  c i  e n t e  p a r a  s e c r e t a r  
e n t e r o t o x i n a s  en n i v e l e s  en 1 os que se  p o d r f a  c o n s i d é r e r  e l  
a l i m e n t o  como un p r o d u c t o  de r i e s g o .
El consumo in c r e m e n t a d o  de l a  m ayonesa o o e d e c e  p r i n c i p a l  ment e  
a su f é c i l  e l a b o r a c i d n  c a s e r a ,  m e d ia n t e  a p a r a t o s  que p e r m i t e n  
p r e p a r a r  e s t a  s a l s a  de mesa en c u e s t i d n  de m in u t e s ,  p e r o  
ta m b id n  a 1 as  c u a l i d a d e s  de  c o n s e r v a c i  dn que p o s e e .
La r e p r e s i d n  s o b r e  l a  f l o r a  m i c r o b i a n a  se  debe  a l  pH i c i a o  de 
l à  m ayonesa ,  p o r  l a  a d i  c i d n  b i e n  de v i n a g r e  o b i e n  oe zumo de  
l im d n .  E s t e  pH es  s u f  i c i  e n t e  p a r a  i n h i b i r  e l  d é s a r r o i  1o de l a  
m ayo rTa de 1 as  b a c t e r i a s , p e r o  se  ha i n d i c a d o  que 1 os 
e s t a f 1 1ococos pueden d é s a r r o i  1 a r s e  i n c l u s o  en v a l  o r e s  de pH
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d e  4 . 0  (G E N IG E O R G IS e t  a l . ,  1 9 7 1 a ) ,  y ,  d e  h s c h o , l a  m a y o n e s a  
e s  e l  a l i m e n t o  q u e  m a y o r  n u m é r o  d e  v e c e s  s e  h a  a m p l i c a d o  en  
i n t o x i c a c i o n e s  e s t a f 1 1 o c û c i c a s , c o m o  s e  c i t a  e n  l a s  d i s t i n t a s  
e d i  c i  o n e s  d e l  B o l e t i n  E p i  d e m i o l d g i c o  S e m a n a l , d e  1 o  q u e  s e  
d e d u c e  q u e  e s t e  f a c t o r  n o  e s  s u f i  c i  e n t e  p a r a  r e p r i m i r  l a  
m i  c r o f 1 o r a  e s t a f  i 1 o c d c i  c a .
L a s  p o s i b i 1 i d a a e s  d e  p r e s e n c i  a d e  e n t e r o t o x  i  n a s  e n  1 o s  
a l i m e n t o s  a c o m p a n a d o s  d e  e s t a  s a l  s a  d e  m e s a  s o n  m u l t i p l e s .  
P o r  u n a  p a r t e ,  c i e r t o s  e s t a b l e c i m i  e n t o s  c o m o  b a r e s  y 
c a f e t e r i a s  e x p o n e n  b a j o  u n  m o s t r a d o r  d e  v i d r i o ,  q u e  en  
o c a s i  o n e s  a l c a n r a  t e m p e r a t u r e s  e l e v a d a s , s u s  p r o d u c t o s  
d u r a n t e  e l  t i e m p o  s u f  i c i  e n t e  p a r a  q u e  s e  s e c r e t e n  
e n t e r o t o x  i  n a s .  En  o t r a s  o c a s i  o n e s  e s  e l  l a r g o  p e r i o d o  d e  
t i e m p o  q u e  h a  d e  p e r m a n e c e r  a t e m p e r a t u r a  a m b i  e n t e  l a  
f  i  a m b r e r a  q u e  t r a n s p o r t a  l a  e n s a l a d i l i a  d e  e s c o l a r e s  y 
t r a b a j a d o r e s  l o  q u e  f a v o r e c s  q u e  e l  c o n s u m o  d e  e s e  a l i m e n t e  
i m p l i q u e  u n  r i e s g o .
L o s  d a t e s  s e n a l a n  q u e  l a  m a y o r  f r e c u e n c i  a d e  b r o t e s  
m a y o r i  t a n  o s  s e  p r o d u c e n  e n  1 o s  c o m e d o r e s  e s c o l a r e s  y  e n  l a s  
b a n q u e t e s  c o n  a s i s t e n c i  a m u l t i t u d i n a r i a .  En a m o o s  c a s o s ,  l a  
n e c e s l o a d  d e  p r e p a r a r  c o m i d a  p a r a  u n  e l e v a d o  n u m é r o  o e  
p e r s o n a s  e x  i  j e  q u e  d i s t e  c i e r t o  p e r i o d o  d e  t i e m p o  e n t r e  e l  
c o m i e n c o  d e  1 o s  p r e p a r a t i v e s  y  e l  c o n s u m o ,  t i e m p o  e n  e l  q u e  
e l  a l i m e n t o  p e r m a n e c e  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .
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La 1e c h e  co n d e n s a d a  t a m b ié n  ha d i s f r u t a d o  de un consumo  
m a s iv o  en n u e s t r o  p a f s ,  en b a s e , en l a s  e s f e r a s  d o m e s t ic a s  a 
l a  comodi dad que r e p r e s e n t a b a  e l  a lm a c e n a m ie n to  de 1ec he  b a j o  
e s t a  - form a, y a l  g r a n  consumi d o r  que t e n  f a  e n t r e  l a  po b l  a c i  6n 
i n f a n t i l ,  y en l a s  i n d u s t r i a l e s  p o r  e l  a p r o v e c h a m ie n to  d e l  
e x c e d e n t e  de 1 e c h e , h a c i ^ n d o l o  l l e g a r  a a q u e l l o s  l u g a r e s  de  
l a  g e o g r a f f a  e s p a n o la  que c a r e c i a n  de una g a n a d e r f a  
s u f i c i  e n t e  p a r a  a b a s t e c e r  a 1 os c i  u d a d a n o s .  A c t u a l  m e n t e , su 
consumo p a r e c e  h a b e r  d i  s m in u i  do a n i v e l  f a m i l i a r ,  p o r  l a  
c o n c i e n c i a c i d n  c iu d a d a n a  de 1 os e f e c t o s  p e r j u d i  c i  a l e s  que 
c o n l l e v a  e l  consumo de n i v e l e s  e l e v a d o s  de a z u c a r .  S in  
e m b a rg o ,  l a  i n d u s t r i a  de l a  r e p o s t e r f a  e n c u e n t r a  en l a  1eche  
c o n d e n s a d a  un i m p o r t a n t e  i  n g r e d i  e n t e  en g r a n  nifmero de 
r e c e t a s .
En e s t e  a l i m e n t o  l a  a c t i v i d a d  i n h i b i t o r i a  e s t d  b a sad a  en l a  
b a j a  a c t i v i d a d  de ag ua  que p o s e e .  No o b s t a n t e ,  1 os 
e s t a f  i 1 ococo s  se  i n c l u y e n  d e n t r o  de 1 os m ic r o o r g a n is m o s  
p a t t fg e n o s  que s o b r e v i  ven a c o n d i  c i  ones maS b a j a s  de a c t i v i d a d  
de a g u a .  De h e c h o , t a n t o  e l  c r e c i  mi e n t o  de e s t a s  b a c t e r i a s  
como l a  s f n t e s i  s de  EEA se pueden d a r  en v a l  o r e s  de a c t i v i d a d  
de agua  de 0 . 8 6  (LOTTER y LE ISTNER , 1 9 7 8 ) .  E s t o ,  adem#s de  
que e l  a lm a c e n a m ie n to  se  e f e c t u a  en l o c a l e s  que en e l  s u r  de  
E spana  pueden a l c a n r a r  en v e r a n o  una t e m p e r a t u r a  e n t r e  3û y 
4 0  ® C , co nd uce  a que en c a s o  de p e r s i s t i r  u n i  dades  f o r m a d o r a s  
de c o l o n i a s  de e s t a f i 1oc o co s  en 1 os b o t e s  de 1eche  
c o n d e n s a d a ,  é s t o s  puedan m u l t i p l i c a r s e  y a l c a n z a r  n i v e l e s  
s u f I C I  e n t e s  como p a r a  que l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x i n a s
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r e p r e s e n t s  u n  r i e s g o  p o t e n c i a l .
De i g u a l  f o r m a ,  1 o s  m o d e r n o s  s i s t e m a s  d e  p r o d u c e ! 6 n
i n d u s t r i a l  d e  1 e c h e  c o n d e n s a d a ,  c o n s i s t e n t e s  e n  l a  a d i  c i d n
d e l  a z J c a r  a l a  1 e c h e  m a n t e n i  d a  e n  e l  t a n q u e  d e  e s p e r a ,  p a r a  
s e r  p o s t e r 1 o r m e n t e  s o m e t i d a  a l  t r a t a m i  e n t o  t ^ r m i c o  d e
c o n c e n t r a c i d n , p e r m i t e  q u e  l a  f l o r a  p a t d g e n a  o s m o t o l e r a n t e  d e  
l a  1 e c h e  s e  d é s a r r o i  l e ,  p e r m i 1 1 e h d o s e , e n  e l  c a s o  c o n c r e t o  d e  
1 o s  e s t a f  i  1 o c o c o s  e n t e r o t o x  i  gd^ni c o s  q u e  s e c r e t  e n  s u s  t o x i n a s .  
L a  t e m p e r a t u r a  d e  1 2 0 ®  C a l a  q u e  s e  s o m e t e  l a  1 e c h e  p a r a
e v i t a r  q u e  s e  c a r a m e l  i c e  d e s t r u y e  l a  m i c r o f l o r a  p r e s e n t e
p e r o ,  e n  v i r t u d  d e  l a  t e r  m o r r e s i  s t e n c i  a d e  l a s  e n t e r o t o x  m a s ,  
d s t a s  p o d r i a n  p e r m a n e c e r  e n  e l  p r o d u c t o  e l a b o r a d o .
En  r e s u m e n ,  l a  f i n a l i d a d  d e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  r e s i d e  e n  l a  
d e t e r m i  n a c i  d n  d e  b a j o  quë" c i  r c u n s t a n c i  a s  ( i  n d c u l  o ,
t e m p e r a t u r a , t i e m p o  d e  i n c u b a c i d n ,  c o n c e n t r a c i d n  d e l  c u l t i v o  
i n i c i a d o r )  s e  m u l t i p l i  c a n  1 o s  e s t a f 1 1 o c o c o s  y  s e c r e t a n
e n t e r o t o x 1n a s  e n  t r è s  a l i m e n t o s ,  c o n c e p t u a d o s  g e n e r a l  m e n t e  
co m o  i n h i b i t o r i o s  p a r a  1 o s  m i c r o o r g a n i s m o s  p a t d g e n o s  p o r  s u s  
c o n d i C l  o n e s  d e  c o m p e t i  c i d n  m i c r o b i a n a ,  pH o a c t i v i d a d  d e
a g u a .
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QUESOS
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A. 5 .  INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES TECNOLOGICAS 
A . 6 .  EVOLUCION DE LOS ESTAFILOCOCOS EN LA MADURACION
A . I .  QUESO MANCHEGO
El C û d ig o  A l i  m e n t a r i o  E s p a n o l  d e f i n e  e l  queso como e l  
p r o d u c t o  f r e s c o  o m aduro o b t e n i d o  p o r  s e p a r a c i d n  d e l  s u e r o , 
d e spu es  de l a  c o a g u i  a c i  dh de l a  1ec h e  n a t u r a l ,  de l a  
d e s n a ta d a  t o t a l  o p a r c i a l m e n t e , n a t a ,  s u e r o  ae  m a n t e q u i1 1 a  o 
de sus mec c 1 a s .
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En c o n c r e t o ,  e l  queso manchego es  de t i p o  a f i n a d o ,  m aourado o 
f e r m e n t a d o ,  p o r  h a b e r  s u f r i  do o t r a s  f e r m e n t a c i ones  y 
t r a n s f o r m a c i on es  en su masa.
Es un a l i m e n t o  muy n u t r i t i v o  de  g r a n  consumo en n u e s t r o  p a i s ,  
donde e x i s t e  una g r a n  d i  v e r s i  dad de t i p o s  ( c e r v e r a ,  t o r t a  d e l  
c a s a r , c a b r a i  e s , m ahdn, p a s i e g o ,  t e t i l i a ,  v a l d e t e j a ,  
earnera n o ,  p a l m e r o , . . . ) .  I n d u d a b l e m e n t e ,  e l  que mayor d i f u s i d n  
t i e n e  es  e l  d e no m in ado  m ancheg o , e l a b o r a d o  en un p r i n c i p i o  en 
l a  r é g i  dn de l a  Mancha ( T o l e d o ,  C u e n c a , A l b a c e t e ,  C iu d a d  
R e a l )  p e r o  que en l a  a c t u a l i  dad ocupa una d e m a rc a c i  dn mucho 
tTiâs a m p l i a ,  a l  h a b e r s e  d i f u n d i d o  su e l a b o r a c i 6 n  p o r  c a s i  t o d a  
l a  p e n i n s u l a .  Los d a t o s  d e l  M i n i s t e r i o  de A g r i c u l t u r e  ( 1 9 7 3 )  
s e n a l  an que c a d a  a?fo se e l  a b o r  an 2 . 5 0 0  t o n e l a d a s .
P a r a  l a  e l a b o r a c i  dh d e l  queso de t i  po manchego se  u t i 1 i z a  
1ec h e  oe o v e j a  cu an d o  es  a r t e s a n a l , o 1ec he  de m e z c ia  de 1 as  
e s p e c i e s  o v i n a ,  c a p r i n a  y b o v i n a ,  cuando se p r o d u c e  de fo rm a  
i n d u s t r i a l .  R e c i e n t e m e n t e , se  ha p ro m u lg a d o  l a  l e y  de 
" D en o m in ac i  dn de O r ig e n :  Queso M a n c h e g o " , que i n d i c a  que s o l o  
puede s e r  denomi nado queso manchego a q u e l  e l a b o r a d o  con 1ec he  
de o v e j a .  A e s a  1ec h e  se  l e  a d i  c i  ona c u a j o  a n i m a l ,  c l o r u r o  
s d d ic D ,  f e r m e n t e s  l â c t i c o s  y c l o r u r o  c â l c i c o .
Las c a r â c t e r f s t i c a s  e s e n c i a l  es d e l  queso l i s t o  p a r a  e l  
consuma son l a s  que a c o n t i  n u a c i 6 n  se  d e t a l 1 an (M IN IS T E R IO  DE 
AGRICULT'JRA, 1 9 7 3 )
-  T i p o :  p a s t a  p r e n s a d a  y d u r a
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-  Forma: c i l f n d r i c a
-  D im e n s io n e s :  de 1 8 - 2 2  cm de d i a m e t r o ,  p o r  8 - 9  cm de
a l t u r a .
-  P eso: 2 . 5 - 3 . 0  kg
-  C o r t e z a :  d u r a , con im p r e s i o n e s  de 1 os mol des o 
p l e i t a s  en l a  s u p e r f i c i e  l a t e r a l  y de  l a  " f 1 o r " en l a s  c a r a s  
p l a n a s .  Es de c o l o r  a m a r i l l o  p a j a  p é l i d o ,  una vez l i m p i a  l a  
s u p e r f i c i e  de  1 os monos v e rd o s o s  n e g r u z c o s  c r e c i d o s  d u r a n t e  
l a  m a d u ra c i  d n , aunque en c i e r t o s  s e c t o r e s  d e l  m ercado se  
p r e f i e r e  con mohos.
-  p a s t a :  f i r m e ,  de c o l o r  b i a n c o  m a r f i l  a b l a n c o  
a m a r i 1 1 e n t o ,  aroma y s a b o r  c a r a c t e r f s t i c o s .
-  o j o s :  en pequ eno  nu m éro ,  d e s i  g u a le s  y r e p a r t i  dos  
p o r  to d a  l a  m a s a , o b i e n  s i n  o j o s .
A . 2 .  BROTES EN LOS DUE D I5 T IN T 0 3  QUESOS HAN SIDO INCULPADOS 
COMO CAUSANTES DE INTOXI CAOION ESTAFILOCOCICA
Desde l a  p u b l i c a c i d n  de FABIAN ( 1 9 4 7 )  se  han dado a c o n o c e r  
v a n  os b r o t e s  de i n t o x i c e c i  dn en 1 os que l a  e n t e r o t o x i n a  
e s t a f  i 1o c d c i  c a  se  v e h i c u l â  en e l  q u e s o .  La m ayo r f a  p ro c e d e n  
ce  EE.UU . do nd e  t u v i e r o n  l u g a r  v a r i o s  e p i s o d i o s  d u r a n t e  e l  
p é r i o d e  t r a n s c u r r i d o  e n t r e  1944 y 19 52  (HENDRICKS e t  a l . ,  
1 9 5 9 ) .  Con p o s t e r i o r i C a d , se d e s c r i  b i  e ro n  o t r o s  dos b r o t e s ,  
en 1955 y en  1 9 5 8 ,  en 1 os que e l  a l i m e n t o  i m p l i c a d o  f u e  queso  
de t 1po C h e d d a r ,  y en 1960 (ALLEN y STOVALL, i 9 6 0 )  se
r e g i s t r e  o t r o  b r o t e ,  e s t a  vez p o r  queso 1 1po Col b y . Hay que
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h a c e r  mencicfn que 1 os qu eso s  de t i  po t a n t o  C heddar  como C o lb y  
r e c u e r d a n  en su m e t o d o l o g f a  a l a  d e l  manchego.
Al co m ie n zo  de l a  dé c a d a  de 1 os 6 0  t u v o  l u g a r  en un h o s p i t a l  
de I n g l a t e r r a  un b r o t e  de  i  n to x  i  c a c i  dn de e t i  o l o g f a  
e s t a f i 1o c d k i c a , en e l  que e l  a l i m e n t o  i m p l i c a d o  f u e  queso de  
t i  po C h e d d a r .  En 1 9 6 9 ,  ZEHREN y ZEHREN p u b l i c a r o n  1 os  
r e s u l t a d o s  de 1 os a n ^ l i s i s  de quesos de t i  po C h e d d a r , 
M o n te re y  y K u m in o s t  que h a b fa n  p r o d u c id o  b r o t e s  d i s p e r s e s .  
Todos e l 1 os f u e r o n  e l  a b o r a d o s  en una i n d u s t r i e  q u e s e ra  en  
M i s s o u r i ,  o b s e r v é  d o se  que c o r r e s p o n d i  an a l o t e s  en 1 os que  
e l  c u l t i v o  i n i c i a d o r  h a b i a  p r e s e n t a d o  una a c t i v i d a d  
i n f r a n o r m a l .  Dado que 1 os qu eso s  f u e r o n  f o s f a t a s a  n e g a t i v e s  
se s u g i r i d '  una c o n ta m i  n a c i  dh t r a s  l a  p a s t e r i  r  a c i  d h .
MULLER ( 1 9 7 4 )  pudo d e t e c t a r  e n t e r o t o x  i  na e s t a f i 1o c o c i c a  en 22  
quesos de 30  que h a b fa n  d e s e n c a d e n a d o  s i  n t o m a t o 1o g f a  de  
g a s t r o e n t e r i  t i  s . MOL y V IN C EN T IE  ( 1 9 7 5 )  i n d i  c a ro n  que en une  
de dos quesos so s p e c h o s o s  de p r o d u c i r  i  n to x  i cac i dn se  h a b f a  
p o d id o  d e m o s t r a r  l a  p r e s e n c i  a de e n t e r o t o x i n a .  Por o t r a  
p a r t e ,  en un e s t u d i o  s o b r e  p r o d u c t o s  l â c t e o s  GOSH y 
LAXMINARAYANA (1 9 7 3 )  e n c o n t r a r o n  que de 2 0  m u e s t r a s  de queso  
C h e o d a r , oos c o n t e n f a n  e n t e r o t o x  i na e s t a f i 1o c d c i c a .
En Quebec ( C anadé ) se i n f o r m d  de un b r o t e  de i n t o x i c a c i d n  en 
1900  (pR.I. ANNUAL REPORT, 1982 )  p o r  e l  consumo de c u a j a o a ,  
i d e n t i f i c d n d o s e  un t o t a l  de 62  c a s o s .  Los r e c u e n t o s  de 
S ^ a u r e u s  o s c i l a r o n  e n t r e  2 y 8 x 10 ^ / g  en l a s  c u a ja d a s  y de
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2. 75  X l( ' i  a 1 . 5  X 10 , 'g  e n  l a s  h e c e s  d e  1 o s  p a c i e n t e s ,  s i e n d o
l a  c o n c e n t r a c i d n  d e  e n t e r o t o x  i  n a s  A 6  C p r e s e n t e  e n  l a s  
m u e s t r a s  d e  0 . 2 7  a  0 . 8 8  y i g / 1 0 0  g d e  m u e s t r a .  Un h e c h o  a 
s e n a l a r  d e  e s t e  b r o t e  f u e  l a  p e q u e n a  c a n t i  d a d  d e  e n t e r o t o x  i  n a  
r e q u e r i d a  e n  a p a r i e n c i a  p a r a  p r o v o c a r  e l  s f n d r o m e ,  
d e t e r m i n d n d o s e  q u e  t a n  s 6 l o  0 . 0 1 6  n g  h a b f a n  s i  d o  s u f  i  c i e n t e s .
En  E s p a n a ,  1 o s  b r o t e s  q u e  h a  r e g i s t r a d o  e l  M i n i s t e r i o  d e  
S a n i d a d ,  p u b l i c d n d o l o s  e n  e l  B o l e t i n  E p i d e m i o l d g i c o  S e m a n a l ,  
h a c e n  r e f e r e n d a  p r  i  n c i  p a l  m e n t e  a q u e s o s  b l a n d o s .  En 1 9 7 9 ,  
SUAREZ ( 1 9 7 9 )  d e t e c t o  EEA e n  q u e s o s  f r e s c o s  d e  c a b r a  q u e  
h a b f  an  p r o v o c a d o  u n  b r o t e  e n  l a  p r o v i  n c i  a d e  V a l l a d o l i d .  En 
1 9 8 0  s e  r e g i s t r a r o n  c o s  b r o t e s  i g u a l m e n t e  p a r  l a  i n g e s t i C n  d e  
q u e s o  f r e s c o ,  u n o  e n  A v i l a  y  o t r o  en  B a d a j o : , a m b o s  c o n  2 6  
a f e c t a d o s  c a d a  u n o .  E l  a n o  s i g u i e n t e ,  e n  T e n e r i f e  s e  
a f e c t a r o n  14 p e r s o n a s  p o r  l a  i n g e s t i d n  d e  q u e s o  f r e s c o  d e  
p r e p a r a c i d n  f a m i l i a r .  En e s t a  p r o v i n c i a ,  1 o s  o r o t e s  p o r  
i  n t o x  i  c a c i o h  d e  e s t a  n a t u r a l e z  a p a r e c e n  t e n e r  c i e r t a  
f r e c u e n c i a ,  y a  q u e  e n  1 9 8 2  h u b o  o t r o  b r o t e ,  y  e n  1 9 8 4  t r è s  
b r o t e s ,  i m p l i c a n d o  a 2 ,  3  y 3 6  p e r s o n a s  c a d a  u n o  i B o l e c f n
E p i d e m i c l o ' g i c o  S e m a n a l ,  1 9 3 0 ,  1921  , 1 9 8 2 ,  1 9 5 3 ,  1 9 8 4 ) ,
A . 3 .  CRT GEN DE L A  C O N TA M IN A C IO N
E l  n e c h o  o e  q u e  s e  s i ç a n  r e g i s t r a n d o  b r o t e s  d e  e s t e  o r i g e n  
1 n o : c a  q u e  1 o s  q u e s o s  c o n t a m i n a d o s  s o n  r e s p o n s a b l e s ,  a l  m e n o s  
d e  f o r m a  o c s s i o n a l .  c e  c a s o s  Ce ; r . t  o:. i  c a c i  5 n  e s t a f  1 1 o c d t i  c a  ,
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p u d i  ë n d o s e  adem afs  d e m o s t r a r  d e  - fo r m a  e x p e r i m e n t a l  e n  1 o s  
m i s m o s  l a  p r e s e n c i  a d e  e n t e r o t o x  i  n a  s i  e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " 
t i e n e  u n a  a c t i v i d a d  i n - f e r i o r  a  l a  n o r m a l  .
D a d a  l a  c o n t a m i  n a c i  d n  - f r e c u e n t e  p o r  e s t a f  i  1 o c o c o s  a p a r t i r  
d e l  p e r s o n a l  t r a b a j a n d o  e n  l a  i n d u s t r i a  d e  l a  1 e c h e  y  
d e r i v a d o s  l â c t e o s  y  l a  e l e v a d a  i  n c i d e n c i  a d e  m a m i t i s  d e  
e t i o l o g i a  e s t a f i 1 o c d c i c a  e n  l a  e s p e c i  e  b o v i n a ,  p r o b a b l e m e n t e  
l a  i n t o x i c a c i d n  t r a n s m i t i d a  p o r  q u e s o s  c o n  u n  p o r c e n t a j e  
m a y o r  d e  i  n c i  d e n c i  a  s e a  l a  e s t a f i 1 o c d c i c a .  A u n q u e  l a  
p a s t e r  i  z a c i  <fn e s  u n a  p r d ' c t i c a  c o m u n  e n  l a  i n d u s t r i a  q u e s e r a  
n o  e s  b a j o  n i n g d n  c o n c e p t o  u n i v e r s a l ,  e x i s t i e n d o  a d e m â s  l a  
p o s i b i l i d a d  d e  u n a  c o n t a m i n a c i d h  t r a s  d i c h o  t r a t a m i  e n t o  
t i ^ r m i c o  b i e n  p o r  a e r o s o l  e s  o r i g i n a d o s  e n  e l  b o m b e o  y  g o t e o  d e  
l a  1 e c h e  c r u d a , o  b i e n  p o r  e l  p e r s o n a l  a d s c r i t o  a  l a  
1n d u s t r i  a .
L a  p r e s e n c  i  a d e  e s t a f  i 1 o c o c o s  c o a g u i a s a  p o s i t i v o  e n  1 e c h e  y 
d e r i v a d o s  1 ô T c te o s  h a  s i  d o  p u e s t a  d e  m a n i f i e s t o  p o r  n u m e r o s o s  
a u t o r e s  (THATCHER e t  a l . ,  1 9 5 9 ;  DONNELLY e t  a l . ,  1 9 6 1 ,  1 9 ô 4 ,
1 9 6 7 ;  IB R A H IM  y  RADFORD, 1 9 7 9 ) .  L a  f u e n t e  s u e l s  e s t a r  
r e p r e s e n t a d a  p o r  l a s  v a c a s  m a m f t i  c a s .  S i  l a  1 e c h e  n o  s e  
p a s t e r i z a ,  1 o s  m i c r o o r g a n i s m o s  s e  c o n r i n u a n  m u l t i p l i c a n d e  en  
e l  s i l o  d e  l a  1 e c h e  ( T A K A H A S H I  y  JO N E S ,  1 9 5 9 ;  THATCHER y  
ROSS, 1 9 6 0 ;  JEZESK: I  e t  a l . ,  1 9 6 1 ;  McLEOD e t  a l . ,  1 9 6 2 ;  T A T I N I  
e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  L a  c o m i s i d n  I n t e r n a t i o n a l  D a i r y  F e d e r a t i o n  
( 1 9 8 0 )  s e n a l a  q u e  d e p e n d i  e n d o  d e  l a s  p r a c t i c e s  d e  p r o d u c c i d n  
y d e  h i g i e n e  d e  l a s  g r a n j a s ,  a s f  c o m o  d e  l a s  t e m p e r a t u r a s  d e
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a l m a c e n a m i e n t o , e l  r e c u e n t o  d e  b a c t e r i a s  t o t a l e s  e n  l a  1 e c h e  
c r u d a  v a r f a  e n t r e  u n o s  p o c o s  m i l e s  h a s t a  1 >: 10  ^ / m l  en  l a s  
l e c h e s  d e  g r a d o  A .  E s t a s  p u e d e n  t e n e r  d e s d e  a l g u n a s  c é l j . i l  a s  
d e  S ^ a u r e u s  a 1 0 - 3 3 0 0 / m l , m i e n t r a s  q u e  l a s  q u e  s e  u t i l i r a n  
p a r a  p r o c e s a m i e n t o  o e  d e r i v a d o s  1 a c t e o s  p u e d e n  c o n t e n e r  mds 
d e  1 X 1 0 ^  / m l .  En E s p a n a ,  SUAREZ ( l 9 6 6 )  e m p r e n d i  6  u n  e s t u d i o  
m u y  c o m p l e t e  a t i n  d e  d e t e r m i n e r  l a  c a r g a  e s t a f i 1 o c d c i c a  e n  
1 e c h e  n a t u r a l  d e  b o v i n o .  S u s  r e s u i  t a o o s  i n d i c a n  q u e  h a y
v a r i  a c i o n e s  e s t a c i o n a l e s  t a n t o  e n  l a  c o n c e n t r a c i  d n  d e
m i c r o o r g a n i  s m o s  t o t a l e s  c o m o  e n  l a  d e  e s t a f i 1o c o c o s .  L a s  
c i f r a s  m e d i a s  q u e  a p u n t d  f u e r o n  d e  1 . 8  x 1 0 ' ^
mi c r o o r g a n i  s m o s / m l  y  S5  x 1 0 ^  e s t a f  i  1 o c o c o s / m l  . P o r  1 o  
t a n t o ,  e n  E s p a n a  s e  h a  o b s e r v a d o ,  e n  p r i m e r  l u g a r  u n a  
c o n t a m i n a c i d n  g l o b a l  m ^s  e l e v a o o ,  y  e n  s e g u n d o  l u g a r ,  e l
p o r c e n t a j e  r e s p e c t i v e  d e  e s t a f i 1 o c o c o s  f u e  s u p e r i o r  a l  
i n d i c a d o  p o r  l a  F î L - I D F  en  a p r o x i m a d a m e n t e  u n  4 2% . S i n
e m b a r g o , c o n  u n a  t e c n o l o g i a  d e  m u e s t r e o  d i f e r e n t e  ( r e a l i z a d o  
e n  c o m a r c a s  d o n d e  l a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t a l  m e d i a  e r a  maS a l t a  
a l a  d e l  e s t u d i o  a n t e r i o r ,  y a b a r c a n d o  u n a  z o n a  m ^ s  a m p l i a ,  
p o r  1 o  q u e  t r a n s c u r r i a  m a v o r  p e r i o d o  d e  t i e m p o  d e s d e  e l
o r d e n o  h a s t a  e l  e s t u d i o )  V A D IL L O  ( 1 9 8 3 )  s e n a l a  q u e  e l
r e c u e n t o  a e  m i c r o o r g a n i s m o s  m e s C f  1 1 o s  a e r o b i c s  t o t a l e s
a s c e n d i  d p o r  t e r m i n a  m e d i o  a 7 0  l O ^ / m l ;  p o r  1 o  t a n t o  l a  
c i f r a  d e  e s t a f  i  1 o c o c o s  q u e  c a b n ' a  e s p e r a r  e n  t e o r i a  
c o r r e s p o n d e r  f a  a 7 0 0  v e c e s  mas e s t a f :  1 o c o c o s , c o n  e l  p r o b l e m a  
a g r a v a d o  d e  q u e  t a . r i p i ^ n  s e  d e b e  i n c l u i r  l a  1 e c h e  d e  u n  g r a n  
n u m é r o  c e  v a c a s  c o n  m a m i t i s  s u o c l f n i c a s .  A e s t e  r e s p e c t o  
DELARr.AS y LMoAN t : 981  / p u b  1 i  c a r  o n  u n o s  d a t o s  s e g u h  1 o s
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c u a l e s ,  l a  p r e v a l  e n c i  a  d e  § ^ _ a u r e u s  e r a  e s c a s a  e n  l a  1 e c h e  
( 4 / 4 6  e s t a f i 1 o c o c o s )  , y  p r ^ c t i  c a m e n t e  i n e x  i  s t e n t e  e n  e l  q u e s o  
( 1 / 2 5 ) .  E n  q u e s o ,  l a  e s p e c i e  q u e  s e  a i  e l d  c o n  m a y o r
f r e c u e n c i  a f u e  S . x y l o s u s  .
L a  m a y o r  i  n c i  d e n c i  a d e  m a m i t i s  e s t a f i 1 o c d c i c a  e n  1 a s  
g a n a d e r f a s  d e  1 e c h e , e n  e s t e  p e r i o d o  d e  e m p l e o  m a s i v o  d e  1 o s  
a n t i b i 6 t i c o s , h a  f a v o r e c i d o  l a  p r e s e n c i  a d e  e s t a f i 1 o c o c o s  
p a t d g e n o s  e n  q u e s o .  Un e s t u d i o  r e c i e n t e  e n  e l  R e i n o  U n i  d o
( F I L - I D F ,  1 9 8 0 )  i n d i c a  q u e  a p r o x i m a d a m e n t e  e l  50% d e  l a s  
m a m i t i s  i n f e c c i o s a s  s e a n  d e  e t i o l o g f a  e s t a f  i 1 o c d c i  c a .
L a  i n t r o d u c c i d n  f r e c u e n t e  d e  e s t a f i 1 o c o c o s  e n  1 a s  q u e s e r f a s  a 
t r a v d s  d e  l a  1 e c h e  n a t u r a l  p r o b a b l e m e n t e  c o n d u z c a  a  u n a
e l e v a d a  i  n c i  d e n c i  a  d e  c o n t a m i n a c i d n  a m b i e n t a l .  PAL  e t  a l . 
( 1 9 7 0 )  m a m  f e s t a r o n  q u e  l a  1 e c h e  p r o c e d e n t e  d e  t o d a s  1 a s  
g r a n j a s  e s t u d i  a d a s  a s o c i a d a s  a u n a  c e n t r a l  q u e s e r a  c o n t e n f a
e s t a f 1 1 o c o c o s , e n  n i v e l e s  q u e  o s c i l a b a n  e n  c o m i e n z o  d e  5 0  a 
7 0 0 0 / m l ,  q u e  t r a s  9 0  m i n u t o s  d e  i n c u b a c i d n  a 3 0 ®  C
1n c r e m e n t a b a n  c a s i  u n  c i  c l o  1 o g a r i t m i  c o , a l  i g u a l  q u e  t r a s
t r e s  h o r a s  a 2 5 *  C. E n  e l  R e i n o  U n i  d o ,  e l  n u m é r o  d e  
e s t a f i 1 o c o c o s  e n  1 e c h e  o s c i l a b a  e n t r e  < l O / m l  h a s t a  6 0 0 0 / m l  
c o n  r e c u e n t o s  e s p o r d f d i c o s  d e  1 0 ^ / m l .
U na  v e z  p a s t e r i z a d a  l a  1 e c h e  t a m b i d n  e x i s t e  l a  p o s i b i 1 i d a d  Ce 
u n a  c o n t a m i n a c i d h  c r u z a d a  a c c e d i e n d o  1 o s  e s t a f 1 1 o c o c o s
a e l  1 a p o r  e l  a i r e  y  a t r a v é s  d e l  m a t e r i a l  e 
1 n s t a l a c i o n e s , a s f  c o m o  p o r  e l  p e r s o n a l  1 a b o r a l . Se he
—1 96—
i n d i c a a o  u n  e l e v a d o  f n d i c e  d e  i n d i v f d u o s  q u e  p o r t a n
e s t a f i 1 o c o c o s  e n  s u s  c a v i  d a d e s  n a s a l e s  ( v e r  A . 6 .  e n  e l  
c a p i t u l o  I ) .
A . 4 .  FACTORES QUE CONTROLAN E L  C R E C IM IE N T O  DE ESTA F ILO C O C O S  
EN LOS QUESOS
A . 4 . 1 .  C u l t i v o  i n i c i a d o r
Se h a n  r e a l i z a d o  m u c h a s  o b s e r v a c i o n e s  q u e  d e m u e s t r a n  q u e  1 o s  
c u l t i v o s  I s C t i c o s  u t i 1 i :  a d o s  e n  q u e s e r i a  p u e d e n  p r o t é g e r  d e
f o r m a  e f e c t i v a  1 o s  p r o d u c t o s  f e r m e n t a d o s  f r e n t e  a l
c r e c i  m i  e n t o  d e  1 o s  m i c r o o r g a n i s m o s  p a t d g e n o s ,  y  en  e s t e  c a s o  
c o n c r e t o , f r e n t e  a e s t a f i 1 o c o c o s  ( lA N D O L O  e t  a l . ,  1 9 6 5 ;
D iG I A C I N T O  y  F R A Z I E R ,  1 9 6 6 ;  KAO y  F R A Z I E R ,  1 9 6 6 ;  McCOY y  
F A B E R , 1 9 6 6 ;  T A T I N I  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  H A IN E S  y  HARMON, 1 9 7 3 ) .  P o r
e l  c o n t r a r i o ,  e n  c a s o  d e  f r a c a s o  d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " n o  s e
i n h i b i r o  e l  c r e c  i  mi e n t o  d e  b a c t e r i a s  p a t d g e n a s .  A l g u n a s  d e  
e l  1 a s  s o n  1 a s  q u e  s e  o f r e c e n  a c o n t i n u a c i d h :
Q k ' i t i y g s  i n i  C l  a d o r e s  m e s d f  i l g s " .  L o s  e s t r e p t o c o c o s
u t i 1 i :  a d o s  c o m o  " s t a r t e r "  i n h i b e n  e l  d é s a r r o i  1 o d e
S ^ a u r e u s  p o r  d i v e r s o s  f a c t o r e s  a d e m a s  d e  l a
p r o d u c c i  dn  d e  i " c i d o  i o T c t i c o  (R E IT E R  e t  a l . , 1 9 6 4 )  .
IB R A H IM  ( 1 9 7 8 )  c i f r a  l a s  p o s i b i 1 i d a d e s
i n h ; D ; t o r 1 a s  ; o e l  c u l t i v o  o e  a r r a n q u e  e n  e l  e f e c t o
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o e l  ^ c i d o  l a c t i c o ,  d e l  p e r d x i d o  d e  h i d r d g e n o
p r o a u c i d o  p o r  1 o s  e s t r e p t o c o c o s  l â c t i c o s ,  d e l  
s i  s t e r n a  1 a c t o p e r o x i d a s a , d e  l a  c o m p e t i  c i  d n  p o r  1 o s  
n u t r i  e n t e s , y  d e  l a s  s u s t a n c i  a s  d i a l i z a b l e s .  No 
o b s t a n t e , y  d e b i d o  a l a s  c o n t r a d i c c i o n e s  a p r e c i a d a s  
en  l a  b i b l i o g r a f f a  n o  e s  p o r  u n a  s o l a
c a r a c t e r f s t i c a  p o r  l a  q u e  s e  p r o d u c e  l a  i n h i b i c i d n .  
F o r  1 o  t a n t o ,  l a s  b a c t e r i  a s  d c i d o  I d c t i c a s  q u e  s e  
d é s a r r o i  1 a n  e n  l a  1 e c h e  s o n  c a p a c e s  d e  i n h i b i r  l a  
f l o r a  p a t d g e n a  m e d i  a n t e  l a  p r o d u c c i  d n  d e  u n a  s e r i e  
d e  f a c t o r e s  d i  f e r e n t e s  q u e  a c t d a n  d e  f o r m a
p r o b a b l e m e n t e  s i  n d r g i  c a .  Un c u l t i v o  " s t a r t e r "
v i g o r o s o  d e b e r f a  a s f  p r o t é g e r  1 o s  d e r i v a d o s  l â c t e o s  
f e r m e n t a d o s  f r e n t e  a l  c r e c i  m i  e n t o  d e
m i c r o o r g a n i s m o s  p a t d g e n o s  y  d e  l a  f o r m a c i d h  d e  
e n t e r o t o x  i n a s  e s t a f i 1 o c d c i c a s .
U na  d e  l a s  p o t e n c i a l i d a d e s  q u e  s e  h a n  e s t u d i a d o  d e  
m a n e r a  m â s  e x h a u s t i v e  h a  s i  d o  l a  d e  p r o d u c c i d n  . d e  
H2O2 e n  l a  l e c h e  ( D A H IY A  y  S P E C K ,  1 9 6 8 ;  G I L L I L A N D  y  
S P EC K, 1 9 6 9 ;  P R IC E  y  L E E ,  1 9 7 0 ) .  En c a l d o ,  l o s
e s t r e p t o c o c o s  y  o t r a s  b a c t e r i  a s  p r o d u c t o r a s  d e  
â c i d o  l â c t i c o  q u e  c r e c e n  e n  a s o c i a c i d n  c o n  l o s  
e s t a f 1 1 o c o c o s  r e d u j e r o n  d s t o s  e n  4 c i  c 1 o s  
1o g a r f t m i c o s  p o r  m i l i l i t r o ,  e v i t a n d o  l a  p r o d u c c i d h  
d e  e n t e r o t o x i n a .  S e  s u g i r i d  q u e  e l  o r i g e n  d e  e s t a  
i n h i b i c i d n  r a d i c a b a  e n  l a  p r o d u c c i d n  d e  H20%  Y 9 e  
c o m p e t i c 1 d h  p o r  l o s  n u t r i e n t e s  ( H A IN E S  y  HARMON,
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1 9 7 3 ) .  G I L L I L A N D  y  SPECK ( 1 9 7 4 )  d e m o s t r a r o n  q u e  e l  
a n t a g o n i s m o  d e  S t r e g t g ç g ç ç u s _ l _ a ç t i _ s  y  S ^ a u r e u s  
e n  c r e c i  mi e n t o  a s o c i a d o  e n  l a  l e c h e  n o  e r a  d e b i d o  a 
l a  1 i  b e r a c i  d n  d e  H^O % < y a  q u e  l a  a d i c i d n  d e
c a t a l a s a  n o  e j e r c i a  n i n g u n  e f e c t o  s o b r e  l o s
e s t a f i 1 o c o c o s ) .  S i n  e m b a r g o ,  IB R A H IM  ( 1 9 7 8 )  c o m p r o b d  
q u e  c o n  o t r a s  e s t i r p e s  e s t r e p t o c d c i c a s  l a  a d i  c i  d n  
d e  c a t a l a s a ,  a u n  e n  c o n c e n t r a c i  o n e s  m i n i  m a s ,  
s u p o n i a  u n a  r e d u c e i  d n  d e  l a  i n h i b i c i d n  s o b r e
S . a u r e u s j  d e b i d o  a l  m e t a b o l i  sm o d e  H ^ O ^ .  A s f
m i s m o ,  a q u e l l o s  e s t r e p t o c o c o s  c o n  a c t i v i d a d  H jO ^ .  
b a j a  a p e n a s  r e p e r c u t  f a n  s o b r e  l o s  e s t a f i 1 o c o c o s ,  
p e r o  l o s  q u e  m o s t r a b a n  u n a  a c t i v i d a d  H ^ O j .  e l e v a d a  
p r o v o c a b a n  u n a  i n h i b i c i d n  s i g n i f i c a t i v a  d e  
§ i . à U C ê y S »  i n c l u s o  c o n  l a s  c o n c e n t r a c i  o n e s  m «s  
e l e v a d a s  d e  c a t a l a s a .
L o s  v a l o r e s  b a j o s  d e  pH ( 4 . 0 - 4 . 5 )  y  e l  a £ i . d o
l . £ c t i c g  p r e s e n  t a n  c a r â c t e r  i n h i b i t o r i o  ( R E IT E R  e t
a l . ,  1 9 6 4 ;  MINOR y  MARTH, 1 9 7 0 ;  G I L L I L A N D  y S P E C K ,
1 9 7 2 ;  TODD e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  a u n q u e  t a m p o c o  s e  p u e d e
i m p u t a r  e x c l u s i  v a m e n t e  l a  a c i o e z  c o m o  c a u s a  o e  e s t a  
i n h i b i c i d n ,  y a  q u e  c u a n d o  s e  c o n t r o l d  e l  pH  d e  l a
l e c h e ,  a j u s t d n d o l o  a u n  v a l o r  d e  6 . 6  n o  c e j d "  l a  
p r e s i d n  e j e r c i d a  s o b r e  l o s  e s t a f i l o c o c o s .  A s f  m i s m o  
n o  s e  p u d o  h a l l a r  u n a  r e l a c i d n  u n f v o c a  e n t r e  l a  
1n t e n s i d a d  d e l  a n t a g o n i s m o  y l a  c a n t i d a d  o e  o c i d o
l â c t i c o  p r o d u c  1 o o  c o r  d i f e r e n t e s  c e p a s  (G ILLluAND v
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s p e c k , 1 9 7 2 ) .
L a  ç o m g e ^ i ç i g n _ Q g r _ n u t r i e n t e s _ e s e n ç i a l e s  ( b i o t i n a  
y  n i  a c i n a ) f u e  a n a l i  z a d a  p o r  lA N D O LO  e t  a l .  ( 1 9 6 5 ) ,  
p o r  H A IN E S  y  HARMON ( 1 9 7 3 )  y  p o r  N IS K A N E N  y  NURMI 
( 1 9 7 6 ) .  I B R A H IM  ( 1 9 7 8 )  o p i n a  q u e  e s t e  f a c t o r  p a r e c e  
s e r  d e s p r e c i a b l e  e n  l a  1 e c h e  y  s u s  d e r i v a d o s .
N IS K A N E N  y  NURMI ( 1 9 7 6 )  s u p o n e n  q u e  o t r o  d e  l o s  
f a c t o r e s  a  t e n e r  e n  c u e n t a  p o r  s u s  p o s i b i 1 i d a d e s  d e  
a c t u a r  e n  l a  i n h i b i c i d n  d e  l o s  e s t a f i 1 o c o c o s  e s  l a  
p r o d u c c i  6 n  d e  s u s t a n c i  a s  c o n  p r o p i e d a d e s  
a n t i  b i 6 t i c a s  ( n i s i n a ) .  E s t o  y a  f u e  p u e s t o  d e
m a n i f i e s t o  p o r  TR O LLE R  y  F R A Z IE R  ( 1 9 7 3 )  y 
p o s t e r i  o r m e n t e  a n a l i z a d o  p o r  TODD e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) .
L a s  c o n d i C l  o n e s  q u e  p u e d e n  m o t i v a r  e l  f a l l o  d e l
c u l t i v o  d e  a r r a n q u e  f u e r o n  e n u m e r a d a s  p o r  IB R A H IM  
e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  y  1 a s  c i f r a r o n  e n  l a  p r e s e n c i  a d e  
r e s f d u o s  a n t i b i d t i c o s  e n  l a  l e c h e  f r e n t e  a l o s  q u e  
p u e d e n  s e r  s e n s i b l e s  l a  f l o r a  l â c t i c a ,  l a
c o n t a m i n a c i d h  d e  l a  l e c h e  p o r  c e p a s  d e  S . a u r e u s  
r e s i  s t e n t e s  a a n t i b i d t i c o s ,  y  l a  c o n t a m i n a c i d n  d e  
l a  c e p a  " s t a r t e r "  p o r  u n  b a c t e r i d f a g o  ( T A T I N I  e t  
a l . ,  1 9 7 1 ) .
Ç ü i t i y g s  I s t a r t e r _ 2 _ t e r m d f  i l g s  L o s  f i l  t r  a d o s  o e  c u l t i v o s
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9 e  L ^ h e l y e t i ç u s , L ^ 6 y L g â E L Ê ü S  y  L ^ l a ç t i s
u t i l i z a d o s  e n  l a  e l a b o r a c i o n  d e  d e t e r m i n a d o s  t i p o s  
o e  q u e s o s  s o n  t a m b i é n  i n h i b i t o r i o s  p a r a  S a u r e u s  
p o r  l a  p r o d u c c i  d n  d e  H2 Q2 , a s i  co m o  p o r  f  o m e n t a r  un  
m e d i o  â c i d o  <pH 3 . 8 - 4 . 5 )  ( D A H IY A  y  SP E C K , 1 9 6 8 ) .
A . 4 . 2 .  V a l  o r  pH
L o s  n i v e l e s  i n h i b i t o r i o s  d e  pH s e  a l c a n z  a n  g e n e r a l  m e n t e  p o r  
e l  a c i d o  I d c t i c o  p r o d u c i d o  p o r  e l  m e t a b o l i  sm o  d e  l a  l a c t o s a .  
IB R A H IM  ( 1 9 7 8 )  i n d i c a  q u e  u n  pH  d e  5 . 2 7  d  i n - f e r i o r  s e r  1 a  y a  
s u f  i  c i  e n t e  p a r a  i m p e d i r  e l  c r e c i m i  e n t o  a b o n d a n t e  d e  l o s  
e s t a f 1 1 o c o c o s .
A . 4 . 3 . A c t i v i d a d  d e  a g u a
L a  a c t i v i d a d  d e  a g u a  s e  h a  r e c o m e n d a d o  i n r e n s a m e n t e  co m o  u n  
p a r â m e t r o  p a r a  c o n t r o l a r  e l  c r e c i  m i  e n t o  mi c r o b i a n o  en  l o s  
a l i m e n t o s  d e  h u m e d a d  i n t e r m e d i a  . (TR O LLER  y  C H R IS T IA N ,  
1 9 7 8 )  , s i e n d o  e x c e p c i  o n a l  S ^ _ a u r e u s  e n  c u a n t o  a s u  c a p a c i d a d  
o e  s o b r e v i v i r ,  c r e c e r  y e l a b o r a r  t o x i n a s  e n  a m b1 e n t e s  c o n  aw 
b a j a .
A . 4 . 4 .  C l o r u r o  s d d i c o
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L a  s a l  e s  u n  c o m p o n e n t e  f u n c i o n a l  n e c e s a r i o  e n  q u e s o  y  en  
a l g u n o s  o t r o s  p r o d u c t o s  - f e r m e n t a d o s .  A d e m a s  d e  i n - f l u i r  s o b r e  
e l  s a b o r ,  l a  t e x t u r a  y  e l  c o n t e n i d o  e n  h u m e d a d , l a  
c o n c e n t r a c i d n  d e  s a l  r é g u l a  l a  f e r m e n t a c i  d h , i n h i b e  l a
c o n t a m i  n a c i  d n  p o r  mi c r o o r g a n i  s m o s  i n d e s e a d o s ,  y - f a v o r e c e  u n
m i c r o a m b i e n t e  d t i l  p a r a  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  d e s e a d o s  (K O E N IG  
y  M ARTH, 1 9 8 2 ) .  S i n  e m b a r g o ,  l o s  e s t a f i 1 o c o c o s  s o n
m i  c r o o r g a n i  s m o s  c u y a  t o i  e r a n c i  a  a l  c l o r u r o  s c f o i c o  h a  s i  d o  
p u e s t a  d e  m a n i f i e s t o  e n  m u l t i p l e s  o c a s i  o n e s , p o r  l o  t a n t o  
e s t e  p a r â m e t r o ,  l e j o s  d e  e v i t a r  e l  d é s a r r o i  1 o  o e  l o s  m i s m o s ,  
■ f s v o r e c e  s u  e s t a b l  e c i  m i  e n t o  e n  l o s  q u e s o s .  A e s t e  r e s p e c t o ,  
AHMED e t  a l .  ( 1 9 8 3 a )  i  n f o r m a r o n  q u e  e l  c r e c i m i e n t o
e s t a f i 1 o c d c i c o  e s  m u c h o  m âs  é v i d e n t e  e n  q u e s o s  s a l a d o s  q u e  e n  
a q u é l l o s  c a r e n t e s  d e  e s t e  i  n g r e d i  e n t e .  K O E N IG  y  MARTH ( 1 9 8 2 )  
c o n c l  u y e r o n  q u e  e l  C l  N a  p c d i ' a  s e r  e n  p a r t e  s u s t i t u i d o  p o r  
C l K , m âs a g r e s i v o  p a r a  l o s  e s t a f i l o c o c o s ,  p e r m a n e c i e n d o  1 a s  
c a r a c t e r f s t i  c a s  o r g a n o l d p t i  c a s  i n a l t e r a d a s .
A . 4 . 5 .  O t r o s
METCALF y DEIBEL (1 9 6 9 )  r e c o m ie n o a n  l a  a d i  c i  dn de 11 s o s t a f  i ma 
a l a  m a t e r i  a p r im a  a e m p le a r  en l a  e l a o o r a c i d n  de q u e s o , ya  
que l a  f l o r a  e s t a f i l o c d c i c a  se  ve  s e n s i b l e m e n t e  d i s m i n u i d a ,  
p e rm a n e c ie n d o  e l  p r o d u c t o  en l a  c u a j a d a .  Sus r e s u l t a d o s  no 
f u e r o n  c o n c l u y e n t e s , p u e s t o  que f u e  in c a p a c  de e v i t a r  que se  
d é s a r r o i  1 a r a  una p o b l a c i d n  e l e v a d a  oe S^^aureus t r a s  3 d 4 
semanas de a f i n a d o .
A. s. Il'iFuuENCIA DL Cui iL 1C 1 üi i£3 TEC. lüLûû I CAS DC
ELABORACION DEu '"J ' E: : Ll LESAkROLLO DC LÛS ESTAF I LOCOCOS V 
EN LA PRODijlCIOn BE ENTERS ID I NAS
Qyèi3_£DÊ'I2âE
Los estaf 1 1 ococos se n.ul ti pl : can a mayor velocidad en el 
queso Chedoar de taja ac:dec, donde ei ' soarter" produce una 
can Cl dad insuficienta oe «ci do por 1 a pres=nc i a a s un f «.go, 
por antibidticos o por ei uso de cepas qcieproaucen âcido en 
bajas concentraci ones de forma p.-ciongaOa. La compléta 
inhibicidn del cultivo iniciador por un f ago ofreci d" como 
resultaco un pH en la rotura de la cuajaca de 6.6 en vec de 
4.95, con la consiguiente mul11p1i cacidn oe S^aureus,
siendo el recuento a s dstos ae 5 a 10 veces super i O'" que en 
1 os quesos control es (REITER et al., l9o4). Cuando se utilicd 
leche natural , los estaf i 1 ococos natural es ce lecnel
se iTiul 1 1 p : 1 c ar on me no s qtie cuanoo la leche fue pasteri cada. 
En 1 as queser'as inaustrial es, CuanCo 1 a 1echs pasteri:ada se 
r ecor.toiiii nd" de forma rr.asi - a por estaf i 1 ococos , ,/stos sdlo 
fueron espaces ce alcancar cotas pel :groses cuanco los lotes 
présentât an poca ac i de: < < t'. 4 % i , pero no en aquél 1 os con un
grado normal de la misma (ZEHREN y ZEHREN, 19oc). Sin
emoarço, 1 os i nvest i gador es am,e n  canes  ^JEZESf. I et al., I9c.l; 
TLCi EV et al., 1964) h a11aron que en condic:ones normal es 
sdlo se césar roi 1 aban ces o tres ç en er ac i ornes tras m,a,- tener 
15 n la. cuajaoa, ai,n que se utilicara icche pastericaou 
1 ocul ada con est af i 1 occc os . ütrca et al.. 1 ^ 7 1 o ;
erccr.trar.cn rit mes de m u  - 11 p 1 ; c  a c  i dn ce 1 os est a f i 1 cc occs itu .
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v a r 1 a b l e s  o e p e n d i e n d o  d e  l o s  " s t a r t e r ”  u t 1 1 1 z a d o s  y  o e  l o s  
i  n d c u l o s  i n x c i - l e s  d e  e s t a f a  1 o c o c o s .  Con  u n a  a c i  d e z  n o r m a l  s e  
t e n f a n  q u e  d e s a r r o l l a r  a l  m e n o s  2 8  x 1 0 ^  e s t a f i 1 o c o c o s  / g  d e  
q u e s o  p a r a  p o d e r  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a , m i  e n t r a s  q u e  c o n  l a  
f a l t a  c o m p l é t a  d e  a c t i v i d a d  d e l  c u l t i v o  i n i c i a d o r  ( i n d u c i d a  
p o r  u n  f a g o )  e l  d é s a r r o i  1 o  d e  l a s  c é l u l a s  e s t a f i 1 o c t f c i c a s  f u e  
m âs  n o t o r i o  y  l a  e n t e r o t o x i n a  s e  p u d o  d e t e c t a r  c u a n d o  e l  
r e c u e n t o  d e  e s t a f  i  1 o c o c o s  f u e  d e  t a n  s d l o  3  -  5  x 10-^.  / g .
Q y e § S _ s y L = Q _ y _ E m m e n t a l  (WEBER, 1 9 6 8 )
L a  p r e s e n c i  a d e  e n t e r o t o x  i n a  p r o d u c i  d a  p o r  u n a  c e p a  f u e  
e v i d e n t e  c u a n d o  s e  a l c a n z d  l a  c i f r a  d e  r e c u e n t o  d e  7  x 1 0 ^ .  
e s t a f i 1 o c o c o s / m l . L o s  e s t u d i  o s  r e a l i  z a d o s  i  n d i  c a n  q u e  
S iâ y C ê U iS  d e s a p a r e c e  e n  e l  c u r  s o  d e  1 a s  p r i m e r a s  2 4  h .
gysso_azul
T A T I N I  e t  a l . ( 1 9 7 3 )  i n o i  c a r o n  q u e  n o  p u d i e r o n  d e t e c t a r  l a
p r e s e n c i  a d e  e n t e r o t o x i n a  e n  e s t e  t i  p o  d e  q u e s o  c u a n d o  l a  
a c i d e z  e r a  n o r m a l  a u n q u e  l o s  e s t a f  i 1 o c o c o s  s e  h a b f a n  
m u l t i p l 1 c a d o  a u n a  v e l o c i d a d  s i m i l a r  a l a  d e l  q u e s o  s u i z o  (4  
a 5 g e n e r a c i o n e s  p r e s e n c e s  e n  l a  c u a j a d a ) ,  i n c l u s o  en  e l  c a s o  
d e  q u e  e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  f a l 1 a r a  y c o n  c i f r a s  d e  r e c u e n t o  
d e  5  1 0 ^  / m l .  Se s u g i r i d  q u e  e l  m i c r o a m b i e n t e  o e  e s t e  t i p o
d e  q u e s o  e r a  d i s g e n é s i c o  p a r a  l a  p r o d u c e i d h  o e  e n t e r o t o x i n a .
-204-
QyÊiQ_liaS_ûouda ( STFÛHnL'DERS, 1976)
Se o b s e r v d  m u. i  p l  i  - a c i  cfr, d e  e s t a - f  1 1 o c d c c s  n a t u r a l  e s  d e  l a  
l e c h e  n a t u r a l  e n  c o n d i c i  o n e s  d p t i m a s  d e  a c i d i f  i  c a c i d n  d u r a n t e  
e l  p r o c e s o  d e  e l a b o r a c i d n  d e  l o s  q u e s o s  d e  t i  p o  G o u d a .  E l  
r i t m o  d e  d e s t r  u c c  i  d n  o e  l o s  e s t a - f  1 1 o c o c o s  d u r a n t e  l a  
m a d u r a c i  d n  d e l  q u e s o  p a r  e c i a  e s t a r  i n - f l u i d o  p o r  l o s  d i s t i n t o s  
c u l t i v o s  l a c t i c o s  u t i  1 i  z a d o s  ( t o d o s  e l  1 o s  c e p a s  mescf-f i  l a s )  . 
C on  a l g u n o s  " s t a r t e r  " s e  a e t e r m i n d '  u n  c r e c i  mi e n t o  m âs r â p i d o  
e u e  c o n  1 o s  o t r o s .  T r a s  s e i s  s e m a n a s  e l  n i v e l  h a b f a  
d i s m i n u i d o  h a s t a  a l r e d e d o r  d e  l a  d é c i m a  p a r t e  d e  l a  p r é s e n t e  
e n  l a  c u a j a d a ,  m i e n t r a s  q u e  c o n  o t r o s  c u l t i  v o s  l â c t i c o s  l a s  
C l f r a s  d e c r e e i e r o n  s 6 l o  a l a  m i t a d .
A l  UT 1 1 1 z a r  l e c h e  p a s t e r i z a d a  e n  l a  q u e  s e  h a b i a n  i n o c u l a o o  
d i s t i n t a s  c e p a s  s e  o b s e r v d  q u e  l a  p r o d u c c i  d'n d e  e n t e r o t o x  i  n a  
s d l o  a d q u i r f a  v a l o r e s  d é t e c t a b l e s  c u a n d o  l a s  c é l u l a s  d e  
S ;_ â u r e u s  a l c a n z a b a n  2 >: 10 ^  / g  d e  q u e s o .
Q u e s o _ t i e o _ H e r y e  (W AE3 , 1 9 7 7 )
Se  e m p l e a r c n  p a r a  l a  e l a b o r a c i o n  d e  e s t o s  q u e s o s  l e c h e
n a t u r a l  d e  c a l i d a d  b a c t e r i o l d g i  c a  t a n t o  p o b r e  ( 2 - 1 0  x 1 0 ' ^
c â l u l a s  V I  a b l  e s / m l  ) c o m o  b u e n a  ( 8 - 1 0  x 10 c é l u l a s
V I  a o l  e s / m l  ) , c o n  e s t a - f  1 1 o c o c o s  o s c i l a n d o  e n t r e  3 ( j  y  9 0 0 / m l  d e
l e c n e .  En e l  p r e n s a d o ,  l o s  q u e s o s  p r e p a r a d o s  c o n  l e c h e s  o e
r e c u e n t o s  e i e v a d o s  p r e s e n t s r o n  u n  v a l o r  d e  pH c e  5 .  7 8 - 6 .  < j3 ,
%
c o n  un  r e c u e n t o  d e  e s t a - f  i  1 o c o c o s  d e  Z - l O O  x 10- / g ,  mi e n t r a s  
q u e  a q u é l l o s  p r e p a r a d o s  c o n  l e c h e  o e  o c ie n a  c a l  i  d a d  l a s  c i  f r  a s
c o r r e s p o n d i  e n t e s  f u e r o n  6 . 6  y  3 - 6  1 0 ^  / g ,  r e s p e c t i  v â i i i e n t e .
QygS2_!ljor = sEêiLa
T A T I N I  e t  ô l . ( 1 9 7 3 )  e v a l u a r o n  l a s  c o n d i c i  o n e s  p o t e n c i a l  e s  o e
p r  o d u c c i  d n  d e  e n c e r o t o ; :  i  n a  d u r a n t e  l a s  d i  v e r s a s  f  a s e s  d e  l a  
e l a b o r a c i d n  d e  q u e s o  m o z z a r e l l a ,  s i e n d o  i n c a p a c e s  d e  d e t e c t a r  
d i c h a  s u s t a n c i a  a p e s a r  d e  e l e v a r s e  l a  c i f r a  d e  r e c u e n t o  a 2 0  
10 ^  c é l u l a s / ç  t r a s  1 a s  p r i m e r a s  h o r a s  d e  e l  a b o r  a c i  d r , .  S i n  
e m b a r g o , MÜNTAHARÜ e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  e v i d e n c i  a r o n  l a  p r e s e n c i a  d e  
e n t e r o t o x  i n a s  e s t a f i 1 o c d c i c a s  A y  B t r a s  4 8  h d e
a l  m a c e n a m i  e n t o  c o n  u n  i  n d c u l  o  i  n i  c i  a l  o e  1 0 ^  S ^ a y r e u s  / g ,
i n d i c a n d o  q u e  l o s  r e c u e n t o s  e s t a f i 1 o c d c i c o s  n e c e s a r i  o s  p a r a  
p r o d u c i r  n i v e l e s  d é t e c t a b l e s  a e  e n t e r o t o ;  i  n a  f u e r o n  d e  2 8  >: 
1 0 ^  c e l u i  a s / g  (E E A )  y  9  x 10 ^  c é l u l a s / g  (E E 5 )  , s i e m p r e
r e l a c i o n a d o  c o n  l e  a u s e n c i a  t o t a l  o  p a r c i  a l  d e  c u l t i v o
1 n i  C l a d o r .
A . 6 .  E V O L U E lü N  DE LOS ESTA F ILO C O C O S  DURANTE E L  PERIODO DE
MADURACID N DE LOS QUESOS
Se h a  o b s e r v a d o  q u e  1 o s  r e c u e n t o s  c e  e s t a f i i o c o c o s  d e c r e e en  
c o n t f n u a m e n t e  a l o  l a r g o  d e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i  dn  d e  1 o s  
q u e s o s ,  p e r o  e n  a q u e l l o s  e n  l o s  q u e  l a  a c t i v i d a d  d e l
" s t a r t e r  " e s  i  n f r  a n o r m a l  , l o s  e s t a f  1 1 o c o c o s  c o r . t i n u a n
m u l 1 1 p 1 1C o n d o s e  d u r a n t e  1 a s  p r i m e r a s  s e m a n a s  d e  m a d u r a c i d n
( R E IT E R  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .
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En q u e s o  C h e o d a r  e l a b o r a d o  c o n  1 e c h e  s o m e t ! o a  a un
t r a t a m i  e n t o  t â r m i c o  i n o c u l a d a  c o n  e s t a - f  1 1 o c o c o s  ( R E IT E R  e t
a l . ,  1 9 6 4 )  y  e n  1 a q u e  l a  a c t i v i d a d  d e l  " s t a r t e r " e r a  n o r m a l
l o s  e s t a - f  1 1 o c o c o s  d i  s m i  n u y e r o n  IC'3 v e c e s  e n  16 s e m a n a s , p e r o  
h u b i e r o n  d e  t r a n s c u r r i r  2 4  s e m a n a s  p a r a  q u e  s e  a p r e c i a r a  u n a  
r e d u c c i d h  s i m i l a r  e n  l e c h e s  c o n t a m i  n a d a s  d e  f o r m a  n a t u r a l . En 
q u e s o s  c o n  a c i d e z  b a j a  n o  s e  c o n s t a t d  c a m b i o  a l g u n o  e n  l a s  
c i  f r a s  d e  r e c u e n t o  t r a s  18  m e s e s ,  h a b i e n d o  s i  d o  s o m e t i  o o s  l o s  
q u e s o s  a  10  * C d u r a n t e  l a  m a d u r a c i  d h . TUCKEY e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  
d e m o s t r a r o n  q u e  l a  d i s m i n u c i d h  en  n d m e r o  d e  l o s  e s t a - f 1 1 o c o c o s  
e n  q u e s o s  C h e d d a r  y C o l  b y  e r a  m«s a c u s a d a  c u a n d o  l a
m a d u r a c i  d n  s e  p r o d u c f a  a 10  y  1 3 * C  q u e  a 7 * C .
S e g d n  l o  e > : p u e s t o ,  e l  d é s a r r o i  1 o  d e  l o s  e s t a - f  i  1 o c o c o s  d e p e n o e  
p r i n c i p a l  m e n t e  d e l  t i p o  d e  q u e s o  y  d e l  t i p o  d e  " s t a r t e r ”
u t i l i z a o o .  L a  n o  d e t e c c i  d n  d e  e s t a - f  1 1 o c o c o s  en  l o s  q u e s o s
i m p l i c a d o s  e n  b r o t e s  d e  i  n t o x i c a c i d h  n o  p u e d e  g a r a n t i z a r  l a
a u s e n c i  a d e  e n t e r o t o x  i  n a .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  p r e s e n c i a  o e  
e s t a - f  i  I  o c o c o s  c o a g u i  a s a  p o s i  t i  v o s  n o  s i g n i f i e s  q u e  h a y a
e n t e r o t o x i n a .
THATCHER e t  a l .  ( 1 9 5 9 )  d e m o s t r a r o n  q u e  e x i s t a s  e n t e r o t o x i n a  
en  8 d e  1 4 9  q u e s o s  d e  3 0  a 6 0  d i " a s .  S i  l o s  e s t a f  1 1 o c o c o s  h a n  
c r e c i d o  h a s t a  n i v e l e s  s u p e r i o r  o  i g u a l  a 1 0 ® / g  e n  c u a l q u i e r  
m o m e n ta  d u r a n t e  l a  e l a b o r a c i d n  o d u r a n t e  l a  m a d u r a c i o R  h a  
e x i s t i d o  l a  p c s i o i 1 1 d a d  d e  p r o d u c i r  s e  e n t e r o t o x i n a , p u o i e n d o
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p e r iT . â n e c e r  Our a n t e  m u c h o s  m e s e s  s e g u n  e l  q u e s o  m s d u r s .  
i  n e  1 u s o  c o n  v a l  o r e s  b a j o s  d e  pH .
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B .  R E S U L T A D O S
B . l .  ETAPA DE F A B R IC A C IO N  DEL DUESO
B . 2 .  V A R IA C I  ONES EN EL pH EN EL PROCESO DE F A B R IC A C IO N  
B . 3 .  V A R I A C I  ONES EXPERIM ENTADAS EN LOS QUESOS CON pH
M O D IF IC A D O
B . 4 .  VALORES DE D NAsa  Y T N A s a  OBTENIDOS
B . 5 .  EV O LU CIO N  DE LOS MICROORGANISMOS A LO LARGO DEL PER IO D D
DE MADURACION
B . 5 . 1 .  SALADO EN SALMUERA
B . 5 . 2 .  PERIODO DE MADURACION
B . 6 .  S I N T E S I S  DE ENTERCTOXINAS A LO LARGO DEL PERIODO DE
MADURACION
P a r a  m a y o r  c o m o d i o a d  e n  I  a r e f e r e n c : a  d e  I d s  q u e s o s  s e  
d e n o m i n a r s l n  p o r  e l  nuTmer o d e  I  a c e p a ,  s e g u i  d o  d e  I  a 
c o n c e n t r a c i d n  d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  y e n  s u  c a s o ,  p o r  (G) o 
<P) , d e p e n o i e n o o  d e  q u e  e l  m o l  d e  u t i l i z a d o  e n  s u  f a b r i c a c i d n  
f u e r a  g r a n d e  o p e q u e n o .
A q u e l  I OS q u e s o s  d e n o m i n a d o s  C s o n  I o s  c o n t r ô l e s  o t e s t i g o , en  
I o s  c u a l e s  n o  s e  a n a d x d  e s t a f a  I o c o c o s .  L o s  q u e s o s  q u e  
e s t e r , t a n  l a  d e n o m i  n a c i  o n  d e  P y  t a l  y co m e  s e  m e n c i o n d  e n  e l  
a p a r t a d o  o p o r t u n o ,  c o r r e s p o n d e n  a a q u é l l o s  e n  1 o s  q u e  e l  
s u e r o  t r a s  c u a j a r s e  l a  l e c M e  f u e  s u s t i t u i d o  p o r  un  t a m p d h
- 2 0 9 -
f o s - f a t o  de e le v a d o  pH, p r o c e d i  endo a i n t r o d u c i r  l a  p a s t a  en 
e l  mol de t r a s  1 h en e s t a  s i t u a c i ü n .  Los qu eso s  en caO e zado s  
p o r  E c o r r e s p o n d e n  a a q u é l l o s  en 1 os que se a d i c i o n û  
e n t e r o t o x i n a  de t i p o  A y B en l u g a r  de e s t a f i 1o c o co s  ( a l  
i ç u a l  que é s t o s ,  a n t e s  de a n a d i r  n in g u n  co m p ues to  quTm ico o 
b i o l d g i c o  a l a  l e c h e ) .
B . l .  ETAPA DE FABRICACION DEL QUESO ( T a b l a  R Q l)
Las v a n a c i ones o b s e r v a d a s  en c u a n t o  a r e c u e n t o  de
mi c r o o r g a n i  smos, pH y deso:: i  r r  i oonuc 1 e a sa  t e r m o e s t a b l  e se  
e x p r e s a n  en 1 as t a b l a s  R Q l ,  RQ4 y RQ5.
En l a  t a b l a  RGl se i n d i c a n  1 os m jc r o o r g a n is m o s  r e g i s t r a d o s  en 
ca da  una de 1 as f a s e s :  l e c h e  a n t e s  de i n o c u l a r ,  t r a s  l a
a d i c i d n  de e s t a f i l o c o c o s  (c o n t a m in a c id n  r e a l ) ,  a l  a d i c i o n a r  
e l  c u l t i v o  " s t a r t e r  " b i e n  en l a  p r o p o r c i  d'n 1 £  0 .1 ' / . ,  t r a s  
a g r e g a r  c u a j o ,  una vez c o a g u la d a  l a  l e c h e  e l  r e c u e n t o  t a n t o  
en e l  s u e r o  como en l a  c u a j a o a ,  y a l  r e t i r e r  e l  queso de l a  
s a l m u e r a , 24 h oespuds d e l  i n i  c i o  d e l  p r o c e s o  de f a o r i c a c i d h .
La co ntam i n a c id h  i n i  c i  a l  de l a  l e c h e  o s c i lc T  e n t r e  lO.Ci'/O y 
1 0 0 . 0 0 V UFC/ml y e s t u v i e r a  p r o b a b le m e n t e  r e p r e s e n t a d a  por
m ic r o o r g a n is m o s  t e r m o o d r i c o s  y o t r o s  a n a d id o s  t r a s  l a
p a s t e r i z a c i d n  en e l  t r a n s p o r t e  o en 1 as p r i m e r a s  e t a p a s  d e l
b
'ôbla RQl ; (continuaciôn) 
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leche i n i c i a l
leche + ClgCa 
+ S.aureus
leche + s ta r te r
adiciôh de cuajo
cuajada
suero t ras  la 
adicion de PB
cuajada t ra s  la 
adic ion de PB
1- toma de oueso
4.0
4.5
4.2
NE
3.9
5.0
NE
4.2
6 . 6
4.9
5.3
5.0
6.7
a . 9
4.7
5.3
4.3 4.1 5.1
5.5 4.7 6.0 6.0
J 1 1 1
4.4 4 .3 4.7
6.2 4.8 6.4 5.3
3.8
5.1
4 .0
6.1
4.0
5.6
3.0
5.5
4.6 16.1 1 5,2
6.4 |6.8 H 5.9
PB: tampon fos fa to
“ 21 2 “
p r o c e s o .  La c o n t a m in a c i o n  r e a l  por  e s t a f i 1ococo s  se m antuvo
en e l  r  ango e n t r e  1 0 . 0 0 0  y 5 0 . 0 0 0 ,  s ie n d o  l a  m ed ia  oe 3 0 .  (lOO
U F C /m l .
Al a n a l  i c a r  l a  e v o l u c i d n  de 1 os e s t a f  i_l9G.SG9Ê se  o b s e r v a  que  
en l a s  d i v e r  sas f a s e s  de l a  f a b r i c a c i d n  d e l  queso no a p a r e c e n  
v a r i a c i o n e s  n o t a b l e s  en 1 os r e c u e n t o s  a l  c o m p a ra r  a q u e l  1 os en 
1 os que l a  c o n c e n t r a c i d n  de c u l t i v o  i n i c i a d o r  e r a  de 17. con
10 5  d e l  0 .1 7 . ,  a p e s a r  de o b s e r v a r s e  c r e c i m i e n t o .  Al f i n a l  de  
l a  p r o d u c e : dn de l a  c u a j a d a ,  1 os v a l  o r e s  d e l  l o g a r i t m o  de 
UFC/ml o s c i l a r o n  e n t r e  3 . 9  (1 37 -1 7 .  y 3 6 1 -1 % )  y 5 . 3  (S 6 -17 .)  . 
F e r o  d i c h a  d i f e r e n c i a  e n t r e  1 os quesos p r e p a r a d o s  con e l  1% y 
e l  0 .17 .  de  c u l t i v o  i n i c i a d o r  ya  es a p r e c i a b l e  a l  s a c a r  1 os
quesos de l a  s o l u c i d n  de s a l m u e r a . De e s t a  f o r m a ,  l a  m ed ia  
d e l  l o g a r i t m o  de UFC de e s t a f i 1o c o co s  por  gramo de to d o s  
a q u e l l o s  quesos en 1 os que l a  c o n c e n t r a c i d n  d e l  c u l t i v o  
" s t a r t e r  " e r a  de 17. f u e  en e s t e  momento de 4 . 4 5  (con v a l  o r e s  
e n t r e  1 os l i m i t e s  de 3 . 4  y 5 . 2 ,  m i e n t r a s  que 1 os
c o r r e s p o n d i  e n t e s  d e l  0 .1 7 .  f u e  de 5 . 2 6  ( i T m i t e s  de 3 . 8  y 6 . 1 ) .
De fo rm a  i n d i v i d u a l ,  l a  ce pa  1 0 0 ,  a l  s e r  i n o c u l a d a  en le c h e  
p a r a  su p r o c e s a m ie n t o  en queso s u t  r i d  un g r a n  i n c r e m e n t o  
i n i c i a l ,  desde  1 5 . 0 0 0  U F C /g ,  en l a  p r i m e r a  toma de  m u e s t r a , 
c in c o  iT iinutos d e s p u ë s  de su a d i c i d n  a l a  le c h e  h a s t a  1 0 0 .0 0 0  
en l a  c u a ja o a  con e l  17. oe c u l t i v o  " s t a r t e r " ,  y h a s t a  5 0 . 0 0 0  
cuando d s t e  se  e n c c n t r o '  a l  0 .1 % .  La ce p a  So e x p e r  i  m en tc f  un
in c r e m e n t o  de c a s :  un c i  c l  o i o g a r f ’t m ic o  en e s t e  mi smo 
p é r i o d e ,  mi e n t r a s  que l a  361 s u f r i a  un de sce n so  de 3 0 .  OC'O a
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2 . 5 0 0  à 3 . 0 0 0 .  La c e p a  47 2  d is m in u y t f  a l a  m i t a d  (0 .1 7 . )  o a l a  
c u a r t a  p a r t e  (17.) , a s f  como l a  ce p a  100 con e l  v a l o r  de pH 
modi 1 1 cado po r  tampdr. f o s t a t o ,  d e s c e n d !  en d o  de 5 0 . 0 0 0  a
1 0 . 0 0 0  U F C /g .
La m i c r o f l o r a  no e s t a f i  1 o c d c i c a  p r é s e n t é  en l a  l e c h e  t r a s  l a  
adic icJh  d e l  c l o r u r o  c o l c i c o  o s c i  1 o e n t r e  1 0 ^  y 1 . 6  % 1 0 ^  . 
Apenas se  o d s e r v d  d i f e r e n c i a  e n t r e  a q u e l l o s  c o n t e n e d o r e s  en 
1 os que e l  c u l t i v o  l o c t i c o  f u e  a n a d i d o  a l a  l e c h e  en 1 as  
c o n c e n t r a c i  ones de 1 y de 0 .1 7 .  en e l  c a s o  de l a  ce pa  10 0 ,  
p e r o p a r a  l a  ce pa  S6 1 os v a l  o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  f u e r o n  de
3 7 5 . 0 0 0  y 7 5 . 0 0 0  U F C /g ,  r e s p e c t ! v a m e n t e ,  y en 1 os quesos  
1n o c u la d o s  con 1 as c e p a s  361 y 47 2  l a  d i f e r e n c i a  f u e  de c a s i  
un Cl c l o  i o g a r i t m i c o .  La p r o p o r c i  dn e n t r e  mi c r o f 1 o r a  no 
e s t a f i  1 oc de i c a  en 1 os q u eso s  con 17. y 0 .1 7 .  de c u l t i v o  
" s t a r t e r "  se  mantuvo t a m b ié n  a l  a n a d i r  e l  c u a j o .
Las p d r d id a s  de m ic r o o r g a n is m o s  en e l  s u e r o  f u e r o n  
c u a n t  1 o s a s , g e n e r a l  m ente  e l  i  mi nan d o se  e l  507. de 1 o que 
p e r manece en l a  c u a j a d a , e  i n c l u s o  en a lg u n o s  c a s o s  ( 3 6 1 - 0 . 1  
y 1 %) r é g i  s t rd în d o se  en e l  s u e r o  mayor nûmero ce  UFC/g que en
l a  c u a ja o a  ( T a o l a s  F02 y R C 3 ) .
=1 se c o n s i d é r a  como c i f r a  t i p o  de UFC /g  l a  o e l  queso  
c o n t r o l ,  l a  m ayo r i a  de 1 os quesos p r é s e n t a  un r e c u e n t o  f i n a l  
Ce m : c r o f 1 o r a  no e s t a f  i 1o c d c i c a  b a j a ,  e x c e p t o  en l e s  
1 no cu l  ados con l a  ce p a  361 y e l  4 7 2 - 0 . 1 7 . .
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B . 2 .  VARIACIONES EN EL pH EN EL PROCESO DE FABRICACION ( T a b l a  
R04)
Los v a l  o r e s  m i  c i  a l  es  de pH o s c i l a r o n  e n t r e  6 . 2  y 6 . 5 ,  y e s t e  
v a l  o r  de pH dism inuyd"  a l  a f f a d i r  e l  " s t a r t e r  " ,  s ie n d o  e l  
de s c e n s o  mes n o t o r i o  en 1 os qu eso s  en 1 os que f u e  en l a
p r o p o r c i d n  de 1% cuando e l  pH i n i c i a l  f u e  e l e v a d o  ( 6 . 5 )  en
r e la c ic J h  con l a  a c i  dec y e l  vo lum en de " s t a r t e r "  a n a d i d o .  En 
e l  t r a n s c u r s o  d e l  p r o c e s o  de f a b r i c a c i d n  se  observd" l a  
t e n d e n c i a  a b a j a r ,  e x c e p t o  en l a  l e c h e  i n o c u l a d a  con l a  cepa  
S 6 , en l a  que se  r e g i s t r r f  un aum ento de pH e n t r e  l a  m u e s t ra  
r e c o g i d a  a l  a n a d i r  e l  c u a j o  y l a  a n t e r i o r ,  cuanoo se  
1 n c o r p o r d  e l  c u l t i v o  i n i c i a d o r ,  s i  b i e n  e s t e  i n c r e m e n t o  f u e  
de t a n  s d l o  0 . 1  u n id a d e s  de pH.
El s u e r o  f u e  m^s âTcido que l a  c u a j a d a  en 1 os quesos K 'ù -1 % ,  
1 0 0 - 0 . 1 % ,  y 3 6 1 - 0 . 1 % ,  m a n t e n ié n d o s e  e l  v a l o r  d e l  pH de l a  
c u a ja d a  i g u a l  a l  r e g i s t r a d o  cuando se  a g re g û  e l  c u a j o .  En 1 os 
1 n o c u la d o s  con l a  cepa  S 6 ,  1 os v a l  o r e s  f u e r o n  i d ^ n t i c o s  desoe  
e l  co m ie n zo  d e l  p r o c e s o  h a s t a  l a  i  n t r o d u c c i  dn de l a  c u a ja d a  
en 1 os mol d e s .  T a n to  en e l  36 1-1%  como en e l  q u eso  c o n t r o l  se  
d e t e c t d  e l  d e s c e n s o  d e l  pH en e l  s u e r o  y en l a  c u a j a d a ,
s ie n d o  e s t a  d ism inuc icS n n o t a b l e  en l a  c u a j a d a  d e l  4 7 2 -1 % .  Por  
e l  c o n t r a r i o  en 1 os quesos d e no m in ado s  4 7 2 - 0 . 1 %  i n c r e m e n t d  e l  
v a l o r  de pH t a n t o  en l a  c u a ja d a  como en e l  s u e r o ,  s ie n d o  
1 ne 1uso en e s t e  u l t i m o  ca s o  e l  pH de l a  c u a j a d a  0 . 2  un i cades
-  e-
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de pH s u p e r i o r  a l  i n i c i a l .  En l a  p a r t i d a  de l e c h e  que h a b r T a  
de t r a n s f  o r m a r se  en 1 os qu eso s  denomi nados  P s e  o b s e r v d '  como 
i n c r e m e n t a b a n  ambos v a l o r e s  ( c u a j a d a  y s u e r o ) , aunque a 
d i - f e r e n c i a  de  1 os 4 7 2 - 0 . 1 7 .  nu nca  r e b a s a r o n  e l  v a l o r  de pH
iniClal.
B . 3 .  VARIACIONES EXPERIMENTADAS EN LOS QUESOS CON pH
MODIFICADO
T r a s  l a  r o t u r a  de l a  c u a j a d a  s e  p r o c e d i  6 a e l i  mi n a r  l a  c a s i  
t o t a l  1 dad d e l  s u e r o  y s u s t i t u i r l o  p o r  un tampdn f o s f a t o , a 
f i n  de i n t e n t a r  r e g u l a r  e l  pH y v e r  e l  p o s i b l e  e f e c t o  de e s t e  
p a r « m é tr o  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1o de  1 os  e s t a f i l o c o c o s .  Al 
e l i m i n a r  e l  ta m p o n , ^ s t e  p r e s e n t a b a  un a s p e c t o  b l a n q u e c i n e  y 
l e c h o s o ,  d i f e r e n t e  d e l  a m a r i l l e n t o  t u r b i o  de 1 os q u eso s  en 
l e s  que no se  s i  g u id  e s t a  p r / c t i c a .  A s f  mismo, l a  c u a ja d a  
m o s t ra b a  una c o n s i s t e n c i  a d i f e r e n t e ,  s i e n d o  màs f r i a b l e .  
Muchos m ic r o o r g a n is m o s  f u e r o n  a r r a s t r a d o s ,  p e rm a n e c ie n d o  
a p r o x 1madamente 1 . 0 0 0  c é l u l a s  de S ^ a y r e u s  y 3 0 0 . 0 0 0  UFC de  
c u l t i v o  " s t a r t e r " p o r  g de c u a j a d a .  No o b s t a n t e ,  e l  r e c u e n t o  
de UFC/g t r a s  l a  perm anenc i a en s a lm u e r a  dem nstrd"  que 1 as  
C l f r a s  f u e r o n  muy s i  m i1 a r e s  a l a s  de 1 os o t r o s  q u e s o s , t r a s  
e x h i b i r  una a c t i v a  m u l t i p l i c a c i d n ,  p r o d u c i  ^n d o se  s i e t e  u ocho  
g e n e r a c i ones de e s t a f i 1o c o c o s , aunque l a  d e l  c u l t i v o  
" s t a r t e r "  p e rm a n e c i  un poco po r  d e b a j o  de l a  m ed ia  de 1 os 
aemos q u eso s  con l a  f l o r a  l o c t i c a  a n a d i d a  a l  17.. En 1 os
- 2 2 0
m u e s t r e o s  p o s t e r i o r e s  y h a s t a  l a  f i n a l i  z a c id n  d e l  p e r i o d o  de  
m a d u ra c id n  no se  o b s e r v a r o n  o i f e r e n c i a s  m a rc a d a s  con r e s p e c t o  
a 1 os q u eso s  1 0 0 -1 7 . ,  i g u a l e s  a é s t o s  en su p r o c e s o  de  
f a b r i  c a c i  dn e x c e p t o  en l a  s u s t i t u c i d n  d e l  s u e r o  p o r  tampân  
f o s f a t o .
B . 4 .  VALORES DE DNAsa Y TNAsa QBTENIDQS ( T a b l a  RQS)
L a s  v a r i  a c i  on es  que s u f r i e r o n  l a  a c t i v i d a d  DNAsa y TNAsa a 1o 
l a r g o  de l a  e l a b o r a c i d n  de 1 os quesos se e x p r e s a n  en l a  t a b l a  
RQ5. Los v a l o r e s  f u e r o n  n e g a t i v e s  en 1 as  p r i m e r a s  f a s e s  de l a  
e l a b o r a c i 6 n  de 1 os  q u e s o s .  T r a s  l a  a d i c i d n  d e l  c u a jo  se  pudo  
a p r e c i a r  una c i e r t a  a c t i v i d a d  p o s i t i v a ,  s i n  c o r r e s p o n d e r s e  
con un in c r e m e n t o  de 1 os e s t a f 1 1 o c o co s  y m anten id 'ndose a to d o  
1 o l a r g o  d e l  p r o c e s o .  D u r a n t e  e l  p e r i o d o  de m a d u r a c id n ,  e l  
queso c o n t r o l  t a m b id h  m o s t r d  a c t i v i d a d  DNAsa y TNAsa. A n te  
e s t e s  r e s u l t a d o s  se  com probd l a  a c t i v i d a d  d e s o x i r r i b o n u c l e a s a  
d e l  C u a jo  d i l u i d o  en agua  d e s t i l a d a  a l a  misma c o n c e n r r a c id h  
que l a  u t i 1 i z a d a  en l a  f a b r i  c a c i  dn d e l  queso ( 2 . 5 g / 1 0 0 L )  
o b r e n i^ n d o s e  un r e s u l t a d o  f u e r t e m e n t e  p o s i t i v e ,  i n c l u s e  en 
c o n c e n t r a c i  ones  i n f e r i o r e s  a l a s  o p t im a s  de e l a b o r a c i  o n . 
Todos 1 os qu eso s  han a r r o j a d o  r e s u l t a d o s  muy s i m i 1 a r e s , 
o s c i l a n d e  e l  d i ^ m e t r o  e n t r e  0 . 7  y 1 . 3  mm.
Los quesos d e no m in ado s  E p r e s e n t a r o n  v a l o r e s  muy e le v a d o s  de 
a c t i v i d a d  DNAsa y TNAsa, i n c l u s o  a n t e s  de l a  a d i c i d n  d e l
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cuaJO. D e b id o  a e s t e  r e s u l t a d o ,  se  com probo l a  c a p a c ld a d  de 
l a  e n t e r  otc::  1 na con l a  que had Tan s i  do c o n t  ami nados oe 
i n d u c i r  a c t  i v i  dad deso.s i r r  i  bonuc 1 e a s a  , o b s e r  vsfhdose que ^ s t a  
e r a  mu y e l e v a d a ,  p o r  1 o que d i c h o  p r o d u c t o  p r o b a b le m e n t e  no 
e s t u v i  e r a  muy p u r i - f i c a d o ,  p e rm a n e c i  endo e l  en c im a  en e l
B . 5 .  EVOLUCION DE LOS MICROORGANISMOS A LO LARGO DEL PERIODD 
DE MADURACIQN
B . 5 . 1 .  SALADO EN SALMUERA ( T a b l a  R O D
En 1 as 20  h t r a n s c u r r  i das e n t r e  l a  in t r o d u c c i ( 5 n  oe l a  c u a j a o a
en 1 os mol des y l a  tom a de m u e s t r a  in m e d ia t a m e n t e  t r a s  s a c a r
1 os quesoB de 1 a s o l u c i i f n  de s a l  m u e ra ,  en a q u é l l o s  i no c u l  aoos  
con l a s  ce pas  I'l'O, 56  y 472 se p r o p i c i t f  m^s l a  mul t i  p i  i c a c i  dn 
de c e l  u l  as e s t a f i  l o c d c i c a s  p o r  l a  a d i c i d n  de 0 .1 7 .  de c u l t i v o  
" s t a r t e r " que en 1 os i n o c u la d o s  con o t r a s  c e p a s  (1 3 7  d 3 6 1 ) .
En todos 1 os cases el recuento de células esta-f i 1 ocdci cas -fue 
superior cuanao el "starter" se agregcf a la concentracidn del 
>j. 17.. Cuanao éste se anadid a la concentr aci on del 1/1 1 os 
estât : 1 ococDS apenas e:: per i men tar on incremento en el numéro 
cepa 100) d incluso sutrieron una disminucicJh (cepas 56, 137
y 361). No obstante, en la cepa 472, coincidienoo con la
cuajada mds a"ci da de todas, el nijmero de cdlulas oe S^_aureus
— 226—
se  m u l t i p l i e d  c i n c o  v e c e s , mi e n t r a s  que en 1 os quesos  
d e n o m in ad o s  P e s t e  in c r e m e n t o  f u e  muy n o t a b l e ,  de dos c i c l o s  
l o g a r f t m i c o s ,  aunque su n i v e l  de c o n t a m in a c i d n  e r a  e l  m^s 
b a j o  <1-000 U FC /g )  .
Cuando l a  c o n c e n t r a c i d n  d e l  " s t a r t e r " f u e  d e l  0 . I X ,  e l  
r e c u e n t o  de UFC/g de c d l u l a s  no e s t a f i 1o c d c i c a s  e x p é r im e n t é  
un n o t a b l e  i n c r e m e n t o  en 1 os quesos i n o c u la d o s  con l a s  cepas  
1 0 0 ,  S 6 ,  137 y  4 7 2 ,  p e r o  s i n  em bargo d is m in u y d '  en l a  cepa
3 6 1 .
B . 5 . 2 .  PERIODQ DE MADURACION ( T a b l a s  RQ6, RQ7 y RDS; F i g u r a s  
RDI a RDI3)
El " s t a r t e r " se  m antuvo e n t r e  1 os v a l  o r e s  l o g a r f t m i c o s  de 6 y 
8 a 1o l a r g o  de to d o  e l  p e n  odo de m a d u ra c i  d n , s i n  o b s e r v e r  
n in g u n a  r  e l  a c i  dn con l a s  c o n c e n t r a c i  ones d e l  1 y d e l  0 .17 .  
i  n i  c i  a l  e s , como ya se  m a n i f e s t d  en l a s  p r i m e r a s  f a s e s  de
e l a b o r a c i  dn de 1 os q u eso s .  En 1 a t a b l a  RQ6 se  o b s e r v a  que l a
m ed ia  de 1 os  v a l  o r e s  de 1 os r e c u e n t o s  o s c i l a  e n t r e  2 .  S >: 1 0 ^  
(1 3 7 )  y 2 X 10 ^ ( 1 0 0 - 0 . 1 7 . ) ,  s i  endo en 1 os quesos con 0 .  IX de
c u l t i v o  " s t a r t e r " 1 i g e r a m e n t e  s u p e r i o r e s .
El t r a t a m i  e n t o  e s t a d i ' s t i c o  de " c o m p a ra c i  dn de dos m éd ia s"
1ndicd" que l a  d i f s r e n c i a  e n t r e  1 os quesos p r e p a r a d o s  con e l
0 .17 . y e l  17. oe c u l t i v o  i n i c i a d o r  e r a  s i  g n i  f  i  c a t i  v a , ya  que 
su v a l o r  f u e  de 3 . 9 7 ,  s u p e r i o r  a 2 . 6  que i n d ic a r i^ a  d i  f  e r e n c i  a
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e n t r e  1 os l i m i t e s  de con-f i  a n z a  d e l  99%. Los v a l  o r e s  
e s t a d i s t i COS p a r a  ambas c o n c e n t r a c i o n es  de " s t a r t e r " en 1 os  
qu eso s  -fueron  1 os s i g u i e n t e s :
0 .1 %  1%
medi a
d e s v i a c i d h
5 . 5  4 . 7 9  
0 . 9 7  1 . 0 9
La d i f e r e n c i  a e n t r e  l o s  q u eso s  en 1 os  que s e  h a b i a  e m p le ad o  
mol de s  g r a n d e s  y l o s  pe qu eno s  -fue e s p e c i  a l  m e n te  é v i d e n t e  en 
e l  r e c u e n t o  de e s t a - f i l o c o c o s , p e r o  en l a  " c o m p a ra c i i fn  de dos  
m é d ia s " ,  e l  v a l o r  ' t  ' r e s u l  td" s e r  de  0 . 9 9 ,  p o r  1 o que e s t a  
d i f  e r e n c i  a se  c o n s i  derd" no s i  g n i  f  i  c a t i  v a .  E s t e  mismo 
r e s u l t a d o  f u e  a r r o j a d o  a l  co m p a ra r  l a  r e l a c i d n  e n t r e  c é l u l a s  
e s t a f  1 1 d c i c a s  : c é l u l a s  no e s t a f i  1 o c id c ic a s  de 1 os qu eso s  
g r a n o e s  y pequenos ( ' t '  = 0 . 8 4 ) .
En l a  c i n é t i c a  de 1 as  d i s t i n t a s  c o n s t a n t e s  a 1o l a r g o  d e l  
p e r i o d o  de m a d u ra c ié n  se  o b s e r v a  que p o r  1o g e n e r a l  l a
d i n é m ic a  d e l  c u l t i v e  " s t a r t e r "  y oe  l a  c e p a  de e s t a f i l o c o c o s  
en c u e s t i  dn s ig u e n  t e n d e n c i  as  i n v e r s a s ,  in c r e m e n ta n d o  una  
cu and o  d is m in u y e  l a  o t r a ,  o f r e c i e n d o  una im agen e s p e c u l a r  de  
s i m e t r i a  b i l a t e r a l .  E l  pH s u e l e  s e g u i r  una c u r v a  p a r a i e l a  a
l a  de l o s  e s t a f i 1o c o c o s , es  d e c i r ,  a m ed id a  que in c r e m e n t a  e l
ndmero oe C c l u l a s  d e l  " s t a r t e r " ,  d i s m i n u y e  e l  v a l o r  de pH,  
f o r z a n o o  una a i s m i n u c i d n  oe l o s  e s t a f i 1o c o c o s .  E l  " s t a r t e r " 
s ig u e  una e v o l u c i o n  c Te1 i c a ,  d i  sm inu yen do  su numéro y
a s c e n d i  endo e l  pH , p a r  l o  que I d s  e s ta - f  i  1 o c o c o s  ex p e r i  men ta n  
o t r o  a s c e n s o .
En l a  mayor l'a de l o s  quesos se  p r o d u c e  una d i  smi n u c i  on 
d r r f s t i c a  de e s ta - f  i  1 ococo s  a p a r t i r  d e l  d i a  3 5  a 4 2 .  A sT, en
muchos de e l  1 os  (S 6 -Û .1 /C ,  S 6 - l % ,  1 3 7 -1%  y P) no  se  d e t e c t a n  
e s t a f 1 1o coco s  y a  en e l  d f a  5 8 ,  mi e n t r a s  que en o t r o s  
( 1 3 7 —0 .1 % ,  3 6 1 - 0 . 1 % ,  4 7 2 -1 % }  e l  r e c u e n t o  en e s e  d f a  f u e
i n f e r i o r  o i g u a l  a 1 . 0 0 0  U F C /g .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  en 1 os  
qu eso s  1 0 0 - 0 . 1 % ,  100-1%  y 4 7 2 - 0 . 1 %  en e l  d f a  5 8 ,  u l t i m o  d f a
de m a d u r a c id n ,  e l  r e c u e n t o  f u e  de 3 x 1 0 4  , 2 . 3 6  x 1 0 ^  y 1 . 2  
X 1 0 ^  U F C /g ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  May que h a c e r  c o n s t a r  que t r a s  
e l  d f a  38  t o d o s  l o s  r e c u e n t o s  se  v e r i  f  i  c a r o n  en e l  queso  
g r a n d e  de c a d a  t i p o .
La f i g u r a  R Q l l  r e p r é s e n t a  l a  e v o l u c i d n  d e l  " s t a r t e r " y d e l  
pH en e l  queso c o n t r o l , no i n f 1u e n c i a d o  por  e s t a f 1 1o c o c o s .  El  
v a l o r  de pH s e  m a n t ie n e  màs e s t a P l e ,  l a  d i  smi n u c i  Of) mds 
homogénea y e x c e p t o  en e l  d i a  48  no suDe en n in g u n  p u n t o .
E s t a  s u b id a  en e s t e  d f a  c o r r e s p o n d e  con l a  d i s m i n u c i d n  de l
" s t a r t e r " cu a n d o  a l c a n r a  su m fnim o ( 6 . 5 ) .  En l a  m a y o r f a  de 
10 5  quesos s e  ha e x p e r i  m entado una su b i da en e s t a s  f e c h a s  
c o i  n c i  d i  endo g e n e r a l  m ente con l a  p r e s e n c i a  de  un g ra n  numéro  
ce  c é l u l a s  m u e r t a s  (d e  o r i g e n  e s t a f 1 1o c d c i  co )  o con una  
d is m in u c i r f h  d e l  " s t a r t e r " .
La c i f r a  mâxima de e s t a f i  1 o coco s  d e t e c t a d o s  en cada  uno de 
1 os quesos es  l a  que se m u e s t ra  en l a  t a o l a  RQ8.
Tabla RQ8: Valor maximo de recuento de e s ta fi l ococos (UFC/g) detectado 
en los quesos, con in d ica c iô n  del d ia de maduraciôn en que se 
obtuvo.
Queso UFC/g 01 a
100 0.1% (G) 6 .400.000 28
100 0.1% (P) 5 .000.000 9
100 1% (G) 10.450.000 42
100 1% (P) 840.000 13
S6 0.1% (G) 6 .950.000 18
56 0.1% (P) 9 .200.000 21
55 1% (G) 1 .250.000 18
56 1% (P) 875.000 21
137 0.1% (G) 685.000 8
137 0.1% (P) 255.000 7
137 1% (G) 505.000 30
137 1% (P) 65.500 4
361 0.1% (G) 125.000 27
361 0.1% (P) 220.000 12
361 1% (G) 100.000 27
361 1% (P) 4.000 27
472 0.1% (G) 17.400.000 30
472 0.1% (P) 3.360.000 15
472 1% (G) 1 .120.000 30
472 1% (P) 4 .900.000 37 -
P (G) 2 .150.000 18
P (P) 310.000 35
Tabla RQ9: Evoluciôn de la concentraciôn de Enterotoxinas 
(ng/iOOg) detectadas mediante el método ELISA 
a lo largo del periodo de maduraciôn de los 
quesos.
dfas de maduraciôn
P G
Queso EET 16 24 31 38 45 49 58
100 0.1 A NE 116 24.8 38 46 65.5 222
100 1 A NE 17 71 111 66 69 86.5
S6 0.1 A NE 46 679 769 220.5 163 227
B NE 0 0 0 0 0 0
S6 1 A NE 22 28.7 16 33 29 23.7
B NE 0 0 0 0 0 0
137 0.1 S NE 0 0 0 0 0 0
137 1 =1 NE 0 0 0 0 0 0
361 0.1 "2 NE 0 0 0 0 0 0
361 1 2^ NE 0 0 0 0 0 0
472 0.1 D NE 12.6 19.2 1.21 9.4 38 15.5
472 1 D NE 0 0 0 0 0 0
P A NE 7.9 20.2 10.8 12-8 39.6 58
E 0.1 A 1239 507 1307 536 1691 NE 934.8
B 770 356 580 460 822 NE 731
E 1 A NE 657 1541 1351 1278 NE 717
B NE 846 860 742 NE 250
EET: Enterotoxina. 
NE: No estudiado.
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La a c t i v i d a d  DNAsa y TNAsa m o s t r a d a  a l o  l a r g o  d e l  p e r i o d o  de  
m a d a r a c id h  en l o s  d i s t i n t o s  q u e s o s  e s  l a  que s e  i n d i c a  en l a  
t a b l a  RQ7. E l  d a t o  més r e l e v a n t e  e s  l a  f a l  t a  de  c o n c o r d a n c ia  
e n t r e  l a  a c t i v i d a d  DNAsa y e l  r e c u e n t o  de e s t a f  i  1 o c o c o s ,  a s i '  
como l a  p r e s e n c i  a c a s i  c o n s t a n t e  de  a c t i v i d a d  en l o s  quesos  
c o n t r o l ,  l l e g a n d o  i n c l u s o  a a l c a n z a r  en d e t e r m i n a d o s  d T as  
d i é m e t r o s  s u p e r i o r e s  a 1 . 0  c e n t i m é t r o .  P o r  o t r o  l a d o ,  t a m b ié h  
h a y  que l l a m a r  l a  a t e n c i 6 n  s o b r e  e l  h e c h o  de que en a lg u n o s  
qu eso s  s e  d e t e c t d  e n t e r o t o x i n a , m i e n t r a s  que l a  a c t i v i d a d  
DNAsa e r a  c a s i  d e s p r e c i  a b l e  ( 1 0 0 - 0 . 1  y 1 0 0 - 1 ) .
B . 6 .  S I N I E S IS  DE ENTEROTOXINAS A LO LARGO DEL PERIODO DE 
MADURACION ( t a b l a  RGB)
De l a  c o m p a r a c id n  de 1 as  t a b l a s  RQ8 y RQ9 se  de d u ce  que l a  
c i f r a  de r e c u e n t o  mTnima que ha  p e r m i t i d o  l a  d é t e c t i o n  de  
e n t e r o t o x i n a s  ha s i d o  de 3 1 0 . 0 0 0  U F C /g  en e l  c a s o  d e l  queso P 
( P ) .  En n in g u n o  de 1 os q u eso s  se  d e t e c t o  e n t e r o t o x i n a  Cl n i  
C2,
Es de r e s a l t a r  e l  hecho de que en l o s  qu eso s  in o c u l a d o s  con  
l a  ce pa  56  no se d e t e c t a r a  e n t e r o t o x i n a  B, s u p u e s ta m e n te  
p r o d u c id a  p o r  e s t o s  mi c r o o r g a n i s m o s  en g r a n d e s  c a n t i  d a d e s , y 
S In  em oargo se  o b s e r v a r a  l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x i n a  A,  
s e c r e t a d a  en c a n t i d a d e s  t r a z a  en o t r a s  c i r c u n s t a n c i a s .  E s t e  
r e s u l t a d o  p a r a d d j  i co f u e  més é v i d e n t e  en S 6 - 0 .  17., en 1 as dos
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v a r i  e d a d e s  de ta m a n o , r é g i s t r én d o se  i n c l u s o  c a n t i  d a d es  
s u p e r ! o r e s  a l a s  de 1 0 0 - 0 .  IV-, ce p a  c o n s i d e r a d a  como f u e r t e  
p r o d u c t o r a  de EEA.
La r e l a c i d n  e n t r e  l a  m ed ia  de l a  c a n t i  dad de e n t e r o t o x i n a  
s e c r e t a d a  p o r  l o s  quesos p r e p a r a d o s  con e l  0 .1 %  y e l  1% de  
c u l t i V O  i n i c i a d o r  se e n c u e n t r a  s ie m p r e  d e s p i a z a d a  en -favo r  
d e l  mas d i l u i d o ,  c o i n c i d i e n d o  en t o d o s  l o s  c a s o s  cun un 
c r e c i m i  e n t o  màs n o t a b l e  de l o s  e s t a f  i 1 o c o c o s  en es o s  q u eso s  
con r e s p e c t o  a 1 os p r e p a r a d o s  con 1% de " s t a r t e r " .
E x c e p to  en e l  c a so  de 1 a s e c r e c i 6 n  de EEA p o r  p a r t e  de 1 a S 6 ,  
l a  m ed ia  de l a  p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a  ha s i d o  s u p e r i o r  en 
l o s  quesos g r a n o e s  que en l o s  p e q u e n o s ,  c o r r e s p o n d ! e n d o  en
t o d o s  l o s  c a so s  con un r e c u e n t o  mâximo de UFC de
e s t a f 1 1ococo s  p o r  gramo i n f e r i o r  ( t a b l a  R Q 8 ) . En 8 6 - 0 . 1 %  se
o b t u v o  un v a l o r  s u p e r i o r  de UFC/g en e l  queso pequ eho  que en 
e l  g r a n d e  c o i n c i d i e n d o  con una mayor c a n t i d a d  oe e n t e r o t o x i n a  
d e t e c t a d a  en e l  p r i m e r o  que en e l  s e gun do .
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C. DISCUSION
C . l .  DESARROLLO DE ESTAFILOCOCOS EN EL PROCESO DE ELABÛRACION 
C . 2 .  DESARROLLO DE FLORA NO ESTAFILOCOCICA EN EL PROCESO DE 
ELABORACION 
C . 3 .  EVOLUCION DEL LOS VALORES DE pH 
C . 4 .  VALORES DNAsa Y TNAsa OBTENIDCS 
C . 5 .  PERDIDAS DE ESTAFILOCOCOS EN EL SUERO 
C . 6 .  DIFERENCIAS DE RECUENTOS EN LAS PRIMERAS 2 4  h 
(SALA2QNAD0)
C . 7 .  PERIODO DE MADURACION
C . 7 . 1 .  EVOLUCION DE LOS ESTAFILOCOCOS
C . 7 . 2 .  EVOLUCION DEL pH
C . 7 . 3 .  S IN T E S IS  DE ENTEROTOXINAS
Dado que hemos o b t s n i d o  v a l o r e s  muy d i s p a r e s  en t o d o s  l a s  
m u e s t r a s , a p e s a r  de h a o e r  s e g u id o  un p r o t o c o l o  i d é n t i c o  en 
c u a n t o  a c a n t i d a d e s  y t ie m p o s  en l a  e l a b c r a c i d n  de l o s  
q u eso s ,  oe l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  de d u ce  que son muchos  
I d s  f  a c t o r es que i n t e r v i  enen en e l  c r e c i m i e n t o  y en l a  
p ro o u c c i t fn  de e n t e r o t o x i n a s  en l o s  q u e s o s .  No o b s t a n t e , es  
e v i d e n t e  que en un p r o c e s o  n o rm al de e l a b o r a c i é n  de quesos de  
t i p o  manchego pueoen d a r s e  l a s  c i r c u n s t a n c i a s  p r é c i s a s  p a r a  
a.:e 1 05 e s t a f  ; i oc occ s  p r é s e n t e s  se mul 11 p 1 1 quen , a l  canc anoo
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c i  f r a s  p e l i  g r o s a s  por p o d e r  s e c r e t a r  e n t e r o t o x i n a s ,  y 
r e p r e s e n t a n d o  p o r  l o  t a n t o  un p e l i g r o  p o t e n c i  a l  p a r a  l a  s a lu d  
d e l  c o n s u m id o r .
La e s c a s e z  de b i b l i o g r a f f a  e x i  s t e n t e  s o b r e  l a  c o n t a m in a c i d h  
es ta - f  i l  o c d c i c a  en queso manchego nos im p id e  c o m p a ra r  n u e s t r o s  
d a t o s  con l o s  h a l l a d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  en  e s t e  t i p o  de  
q u eso .  No o b s t a n t e ,  l a  t e c n o l o g f a  de l o s  q u e s o s  C heddar  y 
C o lb y  c o m p a r te  a lg u n a s  semej a n z a s  con l a  d s l  t i p o  manchego.
Debemos h a c e r  c o n s t a r  que e l  a s p e c t o  e x t e r n o  y c u a l i d a d e s  
o r g a n o l  é p t i  c a s  de l o s  q u eso s  c o n ta m \n a d o s  - fue ron  s ie m p r e  
i d é n t i c a s  a l a s  de  l o s  quesos c o n t r o l ,  en c u a n t o  a arorna, 
t e x t u r a  y c o l o r ,  y q u e ,a u n  no p r o c e d i  endo a i  d e n t i  f  i  c a r  l a  
f l o r a  no e s t a f i 1o c d c i c a , en n in g ù n  momento s e  p r o d u j e r o n  
f e r m e n t a c i ones a n o r m a le s  n i  c o n t a m i n a c i ones no d e s e a d a s .  
Todos l o s  quesos m o s t r a r o n  una c o n ta m i  n a c i  dn e x t e r i o r  po r  
d i v e r s e s  e s p e c i e s  d e l  g é h e r o  P e n i  c i  1 1 i um. C o n s u l t a d a  l a  
em presa  q u e s e ra  que c o l  a b o r d  con n o s o t r o s  en e s t a  
e x p e r i e n c i a ,  a c o n s e ja r o n  r e t i r a r  l o s  hongos p e r id d ic a m e n t e  
con un pano humedo. M e n c io n a re m o s  que no 1 1 e g a r o n  a 
d e s a p a r e c e r  h a s t a  e l  momento d e l  p a r a f i n a d o  d e l  qu eso .
El uso de 1o g a r i t m o s  <en e l  t r a t a m i e n t o  de l o s  r e s u l t a d o s  
t a n t o  de e s t e  a l i m e n t e  como de l o s  o t r o s  dos -m ayo n e sa  y 
l e c h e  c o n d e n s a d a )  se j u s t i  f i  ca  p o r  l a  n e c e s id a d  de co m p a ra r  
C l f r a s  que a p r i m e r a  v i s t a  p o d r i a n  p a r e c e r  d i  s p a r e s , p e r o  que  
en r e a l i d a d  no l o  son da da  l a  c a p a c i  dad de m u l t i p 1 i c a c i P n  de
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1 os m lc r o o r g a n i s m o s .  En c o n c r e t o ,  hemos p o d id o  c o n s t a t e r  que  
en e l  p r o c e s o  de e l a b o r a c i d n  d e l  queso e l  p e r i o d o  
g e n e r a c i o n a l  de  l o s  e s t a f i l o c o c o s  1 1 egd" i n c l u s o  a s e r  de 30  
m i n u t e s ,  mi e n t r a s  l a  l e c h e  se  m antuvo  a 3 2 - 3 S t .  P or  l o  t a n t o ,  
l a  d i  f e r e n c i  a de  un c i c l o  l o g a r f t m i c o  r e p r é s e n t a  3 - 4  
g e n e r a c i o n e s .  T a l  d e c i  s i  dn no s  o b l i g d  a r e a l i z a r  e s t u d i o s  
e s t a d f s t i  COS con e s t a s  c o n s t a n t e s  d e l  nOrnero, aun a s a b ie n d a s  
que l a s  o p e r a c i  ones con 1o g a r i  tm os no c o r r e s p o n d e n  a l  
1 o g a r i t m o  d e  l a  misma o p e r a c i ( f n  con a n t i l o g a r i t m o s .
E x p é r im e n t e s  p r e l i m i n a r e s  d e m o s t r a r o n  que e l  uso de un 
m a c e ra d o r  t i p o  Ten B ro e c k  no e r a  a d e c u a d o  p a r  l a  f o r m a c i d n  de
una masa s e m i s d l i d a  no hom ogdnea , a s i  como p o r  e l  e l e v a d o
ndmero de  m u e s t r a s  a p r o c e s a r  en un mismo d i a .  A l  no d i s p o n e r
de un m a c e ra d o r  c o n v e n i e n t e  p a r a  i n t r o d u c i r  en 1 os b o t e s  
donde d e p o s i ta b a m o s  l a  m u e s t r a  de queso h u b im os de a c u d i r ,  
t r a s  a n a d i r  20  ml de agua  de p e p to n a  a l  1% con 0 .1 7 .  de Tween  
20 s o b r e  10 g de m u e s t r a , a c o n g e l a r  l a  misma p a r a ,
u t i l i z a n d o  una e s p é t u l a  e s t e r i 1 i z a d a  a l a  l l a m a ,  in c r e m e n t a r  
l a  f r i  CC Idn  e n t r e  l a s  m o l é c u l a s  a l  e n c o n t r a r s e  en e s t a d o  
s d l i d o .  Si gu i  endo t a l  p r o c e d i m i e n t o , o b te n ia m o s  una
p u l v e r i z a c i  dn d e l  queso c o m p a r a b le  a l a  que se c o n s e g u i r f a  
h a c ie n c o  uso de m a c e r a d o r .
R e a l i z a n d o  t r è s  r e c u e n t o s  de m u e s t r a s  c o n c r e t a s  en d i  f e r e n t e s  
o c a s i ones y c o n g e la n d o  en l o s  i n t e r v a l o s  se  pudo c o n s t a t a r
que e l  e f e c t o  ca u s a d o  s o b r e  l a s  c é l u l a s  e r a  de 5 -8%  de  
d e s t r u c c i  cfn en c a d a  p e r i o d o  de c o n g e l  a c i  é n —d e s c o n g e l  a c i  d n .
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BERRY e t  a i . <1984) a n a l i  z a r o n  qué e f e c t o s  s u r t f  an l a
c o n g e l  a c i  cfn y l a  d e s c o n g e l  a c i  dh s o b r e  l a  p o b i  a c i  on 
e s t a f  i l  o c d c i c a  a s e n t a d a  en h i 'gados de t e r n e r a .  I n d i c a r o n  que  
l o s  r e c u e n t o s  e r a n  s i  mi 1 a r e s  a l o s  i  n i  c i  a l  e s  s i  se  p r o d u c i 'a  
una d e s c o n g e la c i  dh r d p i d a .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  s i  l a  
d e s c o n g e la c i  dn e r a  1 e n t a , p e rm ane c i  endo l a  m u e s t r a  d u r a n t e  
p é r i o d o s  e l e v a d e s  de t ie m p o  a t e m p e r a t u r e s  de 0 a l ù * C  se  
fo rn en tab a  e l  d é s a r r o i  1 o de o t r o s  mi c r o o r g a n i  smos que
c o m p e t fa n  con l o  e s t a f  i 1o c o c o s .
Una vez o b t e n i d a  l a  m u e s t r a  d e l  queso p ro c e d fa m o s  a r e l l e n a r  
e l  o r i f i c i o  e f e c t u a d o  con p a r a f  i  na e s c é r i l  f u n d i d a .  T a l  
p r â c t i c a ,  s i  b i e n  e l e v a b a  l a  t e m p e r a t u r a  en e l  m ic r o a m b ie n t e  
c i r c u n d a n t e ,  aunque no en g r a d e  s u f i c i  e n t e  como p a r a  f u n d i r  
1 as  g r a s a s  o p a r a  d e s t r u i r  p a r t e  de l a  mi c r o f 1 o r a  p r é s e n t e , 
a s e g u r a b a  que 1 as co n d i  c i  ones en e l  i n t e r i o r  de  l a  p i e z a  de  
queso no s u f r  i r f  an a l  t e r a c i  ones en c u a n t o  a l a  t e n s i d n  de
ox i 'geno o a l a  i  mpl a n t a c i  dn de hongos que p u d i e r a  a f e c t a r  e l
d e s a r r o l 1o u l t e r i o r  de l o s  m ic r o o r g a n is m o s .
E l  m étodo d e s c r i t o  en S ta n d a r d  M e th o d s  f o r  t h e  E x a m in a t io n  o f  
D a i r y  P r o d u c t s  ( 1 9 7 8 )  re c o m ie n d a  u t i l i z e r  c i t r a t o  s d d ic o  a l  
2% ( p / v )  en s o l u c i d ’n r i n g e r  a l  c u a r t o  a 4Û* C p a r a  h a c e r  l a s
d i 1u c io n e s  de 1 as m u e s t r a s  tom adas  de qu eso .  Dada l a  
n e c e s id a d  de r e a l i  z a r  1 as v a l o r a c i  ones (pH, a c t i v i d a d e s  DNAsa 
V TNAsa, r e c u e n t o  de mi c r o o r g a n i  s m o s c o n  una m u e s t ra  u n i c a  
i e i  e s t u d : o a e t ' a  c r c l o n o a r s e  oo r  e s o a c io  ce dos meses c o r .
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s o l u c i d n  b c s i c a  (pH 8 . 0 )  y con c a p a c i  dad tam pân que p o d rT a  
a - f e c t a r  e l  v a l o r  de pH. PETERKIN e t  a l  . ( 1 9 8 5 )  i n d i c a n  que
o b t u v i e r o n  r e s u l t a d o s  s i  mi 1 a r e s  a l  r e a l i  z a r  l a s  d i 1u c i  o n e s  
con una s o l  u c i  on de c i t r a t o  que con ag.ua de p e p t o n a .
B aséndonos en e s t e  hecho acordam os d i l u i r  1 as  m u e s t r a s  de  
qu eso en agua de p e p * o n a  a d i  c i  onada  de Tween 20 , a f i n  de  
e v i  t a r  l a  f o r m a c i  dn de g l d b u l o s  1 i p f d i  c o s .
En e l  m ed io  p r o p u e s t o  p o r  Ndnez ( 1 9 3 0 )  l o s  e s t a f i 1 o c oco s  se  
d i f e r e n c i a b a n  po r  su m o r f o l o g i a ,  d e s t a c é n d o s e  como c o l o n i a s  
més g r a n d e s  que l a s  de l a  f l o r a  no e s t a f i l o c d c i  c a ,  de b o r d e s  
e n t e r o s  y re d o n d e a d o s  y en t o d a s  1 as  c e p a s ,  e x c e p t o  en l a  S 6 ,  
p o r  su t o n a l i  dad a m a r i l l e n t a .  En e l  m ed io  de a g a r  de
B a i r d - P a r k e r  s d l o  se  c o n t a b i 1 i r a b a n  1 as  c o l o n i a s  que  
p r e s e n t a b a n  un b r i l l o  m e t é l i c o ,  de c o l o r  n e g r o  i n t e n s o  y con  
dos h a l o s  a l r e d e d o r , uno de o p a c i  dad p o r  l i p o l l  s i s  y o t r o  de  
a c i a r a m i  e n t o  p o r  una l i p a s a  (BAIRD-PARKER, 1 9 6 2 ) .  La  
d i f e r e n c i  a de r e c u e n t o  de e s t a f i 1 o c o co s  e n t r e  l o s  medi os de  
B a i r d - P a r k e r  y NuRer ha e s t a d o  g e n e r a l  m ente  d e s p l a z a d a  h a c i a  
e l  p r i m e r o ,  r e p r e s e n t a n d o  p o r  l o  comùn e l  r e c u e n t o  en e l  
segun do m edio  e l  73 .3%  d e l  p r i m e r o .  C o n s id e ra m o s  que e l  m ed io  
de Nûnez i n c l u y e  t a n t o  p r i  n c i  p i  os i nmedi a t o s  como s u s t a n c i  as  
i n o r g é n i c a s  que p e r m i 1 1 rT a n  e l  d e s a r r o l 1o f a v o r a b l e  as  l o s  
e s t a f  1 1 o c o c o s .  F o r  l o  t a n t o ,  una i n h i b i c i é n  t a n  s 6 l o  p o o r i ’a
j u s t i f i c a r s e  por  un b a la n c e  f a v o r a b l e  p a r a  l a  f l o r a  no  
estafi1o c d c i c a  que p e r  h a l1 a r s e  en o c a s io n e s  en l a  r e l a c i é n
: :  1 p o c r T a  c o m p e t i r  po r  l o s  n u t r i e n t e s  o e l  m edio con l o s  
est af I ] cceccs . er.mascar ando les r e s u l  taoos.
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F IT Z  y OWENS (1 9 7 8 )  a n a l i z a r o n  l a  e f e c t i v i d a d  de d i v e r s e s  
medi os s e l  e c t i  vo s  p a r a  e n u m e ra r  l o s  e s ta - f  i  1 o c o c o s  p r é s e n t e s  
en queso C h e d d a r .  E s t o s  medi os f u e r o n  a g a r  K r a n e p ,  a g a r  de 
m a n i t o l - s a l , medi o No 110 p a r a  S t a p h y l o c o c c u s  y a g a r  de Bai r d  
P a r k e r ,  r é g i  s t r a n d o  c r e c i  mi e n t o  t a n  s o l o  en e s t e  u l t i m o .  Por  
l o  t a n t o ,  c o n fo rm e  a a fetos y  a o t r o s  a u t o r e s  (CHOPIN e t  a l . ,  
1 9 7 8 ) ,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  a p u n ta n  que e l  medi o de  
B a i r d - P a r k e r  es  a d ecu ad o  p a r a  v e r i  f  i c a r  l a  c o n t a m in a c i é h  
e s t a f i 1o c d c i c a  de quesos de t i p o  m anchego. No o b s t a n t e  S TIL ES  
(1 9 7 7 )  i n d i c a  que t a n t o  e s t e  medi o como to d o s  a q u é l l o s  que  
i n c l u y e n  t e l u r i  t o  en su composi c i  dn no son a o e c u a d o s  p a r a  e l  
r e c u e n t o  de e s t a f i 1oc o co s  a p a r t i r  de qu eso s  de p a s t a  d u r a .  
O t r o s  a u t o r e s  ( F IT Z  y OWENS, 19 78 ;  GAVA e t  a l . ,  1983)  
a c o n s e ja n  e l  uso  de P l a t e  C o u n t  Agar  como medi o no s e l e c t i v e  
p a r a  e l  r e c u e n t o  de mi c r o o r g a n i s m o s  no e s t a f i l o c o c i c o s .
Ya que en e l  r e c u e n t o  i n i  c i  a l  d e l à  l e c h e  a n t e s  de p r o c é d e r  a 
a n a d i r  n in g u n a  s u s t a n c i a  b i o l d g i c a  o q u fm ic a  no c o n s t a tâ m e s  
l a  p r e s e n c i  a de n i n g u n a  c o l  on i a con 1 as c a r a c t e r  l ' s t i  cas  
m enc ion adâ s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a e s t a f i 1o c o c o s  ac ordam os  que en 
l o s  r e c u e n t o s  r e a l i  z a c o s  en l o s  d i s t i n t o s  m om entos . to d a s  
a g u e l 1 as  c o l o n i a s  que l a s  p r e s e n t a r a n  d e b ia n  p r o c é d e r  de l a s  
a n a c id a s  a r c i f i c i  a l  m e n te .
El ç r ado  de co n ta m i  n a c id n  p o r  e s t a f 1 1o coco s  a n a d i d o s  de fo rm a  
a r t i f i c i a l  y v o l u n t a r i a p o r  n o s o t r o s  (m e d ia  = 3 0 . OVû U F C /m l) 
P'uece c e n s :  c a r  a r  s e  l i c e - ' a m e n t e  s u p e r i o r  a l a  c o n c  am.i n a c i  i n
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no rm a l ( IB R A H IM , 1 9 7 8 )  en e l  c a s o  de s e r  p o s t - p a s t e r i z a c i d n , 
p e r o  no ha de j u z g a r s e  e l e v a d a  s i  l o s  mi c r o o r g a n i  smos 
t u v i e r o n  un o r i g e n  m a m ft i  co y no s e  s o m e t i d  l a  l e c h e  a 
p a s t e r i z a c i d n  o é s t a  f u e  i n s u f i c i  e n t e .
AHMED e t  a l .  ( 1 9 8 3 a )  i n d i c a n  que l a  s u p e r v i  v e n c i  a de  
e s t a f i  1 o c o c o s  a T iad id o s  en l e c h e  p a s t e r i z a d a  es  i n f e r i o r  que  
cuand o  se  t r a t a  de  f l o r a  n a t u r a l . Cuando l o s  e s t a f i 1o c o co s  
p r o c e d e n  de  v a c a s  m a m f t ic a s  m ueren  con l a  p a s t e r i z a c i d n , p e r o  
s i  l a  l e c h e  no se  p a s t e r i z a ,  o e l  p r o c e s a m i e n t o  e s  d e f e c t ! v o ,  
se  s ig u e n  m u l t i p l i c a n d e  p u d i  endo a l c a n z a r  v a l o r e s  muy 
e l e v a d o s  ( F I T Z  y OWENS, 1 9 7 8 ) .  Los e s t u d i o s  e p i d e m io l d g i c o s  
r e a l i z a d o s  p o r  F I T Z  y OWENS ( 1 9 7 8 )  en I r l a n d a  d e m o s t r a r o n  que  
l o s  e s t a f i 1o c o c o s  p r é s e n t e s  en l o s  q u eso s  e r a n  de o r i g e n  
b o v in o  dado que e r a n  yema de h u e v o  n e g a t i v e s ,  poco  
l i p o l f t i c o s  y s e c r e t a b a n  g r a n d e s  c a n t i  d a d e s  de p —h e m o l i  s i  n a .  
B asénd ose  en e s t o s  c a r a c t è r e s  no  d e t e c t a r o n  c e p a s  de o r i g e n  
humano. Ya que l a  l e c h e  h a b f a  s i  do s o m e t id a  a p a s t e r i z a c i  én 
con l a  d e s t r u c c i  6n c o n s i  g u i  e n t e  y e f e c t i  va  de  t o d a  l a  f l o r a  
e s t a f 1 1o c d c i  c a , p a r e c e  p r o b a b l e  que l a s  p r o b a b i 1 i da des  de  
c o n t a m in a c i  dn c r u z a d a  s e an b a s t a n t e  a l t a s ,  t e n i e n d o  que  
g u a r d a r  un mâximo de  p r e c a u c i o n e s  p a r a  s e p a r a r  f i s i c a m a n t e  en  
to d o s  l o s  a s p e c t c s  e l  m u e l l e  de r e c o g i d a  de l e c h e  de 1 as  
n a v e s  de p r o c e s a m i e n t o  de 1 a m ism a.
C . l .  DESARROLLO DE ESTAFILOCOCOS EN EL PROCESO DE ELABORACION
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La  i n f 1u e n c i  a d e l  p r o c e s o  t e c n o l d g i c o  q u e s e ro  s o b r e  e l  
d e s a r r o l 1o de e s t a f 1 1 ococos se ha e s t u d i a d o  de fo rm a  
p r i n c i p a l  en e l  queso de t i p o  C h e d d a r ,  cu yo  esquema de  
f a b r i  c a c i  6n es  e l  que a c o n t i n u a c i d n  se  o e t a l l a  ( VEISS E YR E ,
1 9 8 0 ) .
Se f a b r i c s  con l e c h e  p a s t e r i z a d a  i n o c u l a d a  con Û . 5  a 1% de  
f e r m e n t o  de b a c t e r i a s  l é c t i c a s  que c o n t i e n s  S t r e p t o c o c c u s
i à £ t . i S  y S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i _ S j .  y en o c a s i  o n es
L a ç t o b a ç i L i u s  ç a s e i . .  La l e c h e  madura d u r a n t e  una h o r a ,
c a l e n t â n d o l a  a c o n t i n u a c i  dn a 31®C. P o s t e r i  o r m e n te  se  an a d e  
c u a j o  en c a n t i d a d  s u f  i  c i  e n t e  p a r a  que l a  l e c h e  c o a g u le  en 18 
d 20  m in u t o s .  Se p r o c é d é  a rqm per  l a  c u a ja d a  h a s t a  que quedan  
ç r a n o s  de 6 - 7  mm oe l a d o  que son c a l e n t a d o s  de fo rm a  g r a d u a i  
y p r o g r e s i  va  h a s t a  que se a l c a n z a  l a  t e m p e r a t u r a  de 37  a 3 9 "C 
a l  cabo de m e d ia  h o r a .  Se é l i m i n a  e l  s u e r o  a l a  mayor  
b r e v e d a d  p o s i b l e  y l a  c u a j a d a  o b c e n id a  se  rompe en b l o q u e s  de  
15 a 17 cm de g r o s o r  t r a s  un re p o s o  de 15 m in u to s .  D ic h o s  
b l o q u e s  son v o l t e a d o s  c i n c o  o s e i s  v e c e s  m a n t e n ié n d o lo s  a 
3 3 - 3 4  *  C d u r a n t e  dos h o r a s .  En e s t a  o p e r a c i o n , de no m in aoa  
£ 2 ë i i£ à C i .D 3 > se  s u e ld a n  l o s  g r a n o s  de c u a ja d a  y s i r v e  e l
p r o p d s i t o  de que se  p r o d u z c a  una p r o g r e s i v a  a c i d i f i c a c i o n  de  
l a  p a s c a , que a l c a n c a  en e l  t r a n s c u r s o  de e s t a  f a s e  30  a 40
g r a d e s  D. Una vez t r i t u r a d o  se s a l a  a l  2 - 3  % a n t e s  de su
r  é p i  da 1 n t r o d u c c i  (5n en rriol d e s . T r a s  un l i ç e r o  p r e n s a d o  de  
m ed ia  h o r a  se recom pone e l  queso y n u eva m e nte  se l e  so m ete  a 
l a  p r e n s a  h a s t a  e l  a i  a s i  gui e n t e , ex t r a y é h d o l o  
d e f  1 n i  1 1 vamiente d e l  mol d e . La madur ac i un se l l e v a  a caoo t i e n
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â 5 *C  en un l u g a r  s e c o ,  p u d ie n d o  p r o l o n g a r s e  dos o t r è s  a n o s ,
0 b i e n  a 1 0 - 1 5  *  C s i e n d o  e l  p é r i  odo de a-f in a d o  mucho m^s 
c o r t o .
Muchos a u t o r e s  m enc ion an  l a  i m p o r t a n c i a  de  que e l  " s t a r t e r " 
se  h a l l e  en bu en as  c o n d i  c i  o n e s .  P e r o  son m u l t i p l e s  1 as
c i r c u n s t a n c i a s  que pueden h a c e r  - f r a c a s a r  un c u l t i v o  l i c t i c o .  
IBRAHIM e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  s e n a la n  que l a s  m^s i m p o r t a n t e s  son l a  
p r e s e n c i a  de  c a n t i d a d e s  t r a z a  de a n t i b i ô t i c o s  en l a  l e c h e  o
de b a c t e r i ô f a g o s .  ZEHREN y ZEHREN ( 1 9 6 8 )  d e t e c t a r o n  un b r o t e  
de e s t a  n a t u r a l e z a  p o r  t e n e r  e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " a c t i v i o a d  
1n f r a n o r m a l , p u d ie n d o  d e m o s t r a r  que e l  u t i l i z a d o  en a q u e l l o s
1 Otes que h a b ian dado lugar al brote estaban contaminados por 
estafi1o c o c o s .
Los qu eso s  p r e p a r a d o s  con 1% de c u l t i v o  " s t a r t e r " p r e s e n t a b a n  
r e c u e n t o s  i n f e r i  o r e s  a 1 os p r e p a r a d o s  con 0 .5 % ,  aun
r e g i s t r a n d o s e  un v a l o r  de pH s i m i l a r ,  s i e n d o  l a  d i  f e r e n c i a  de 
r e c u e n t o  de es ta - f  i  1 oc o co s  de ap ro x  i  madamente un c i  c l  o 
l o g a r f ' t m i c o  (KOENIG y MARTH, 1 9 8 2 ) .  Cuando e l  " s t a r t e r " f a i  1 a 
p o r  co ro p le to  puede  p r o d u c i r s e  e n t e r o t o x i n a  e s t a f  i  1 oc(^ci ca
i n c l u s o  con i n d c u l o s  de 5 c é l u l a s  v i a b l e s  de e s t a f  i 1o c o c o s /m l  
SI se  p e r m i t e  una t e m p e r a t u r a  s u f i c i  e n t a m e n t e  a l  t a  ( IBRAHIM  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  ( R O I ) i n d i c a n  que e l  e f e c t o  de l a  
c o n c e n t r a c i 6 n  d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  s 6 l o  se  mani f  i  e s t a  t r a s  
24 h oespuë's d e l  i  n i  c i  o d e l  p r o c e s o  de e l  a b o r a c i  d h , ya que en
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l a s  p r i m e r a s  t  ornas de m u e s t r a ,  h a s t a  l a  i n t r o d u c c i  cfn de l a  
c u a j a d a  en 1 os  mol d e s , l a  d i  f e r e n c i  a e n t r e  e l  r e c u e n t o  de 
e s t a f i 1 o c o c o s  en una y o t r a  c o n c e n t r a c i t f n  de c u l t i v o  
i  n i  c i  a d o r  e s t a b a  s<j1o l i g e r a m e n t e  d e s p l  a z a d a  a f a v o r  d e l  irnTs 
d i 1u i d o .  A e s t e  r e s p e c t o  hay que t e n e r  en m ente  que e l  
p r o c e s o  de e l a b o r a c i  dn d e l  queso manchego es  màs r a p i  do  que 
e l  de  o t r o s  t i p o s .  Como se m en c io n d  a n t e r i  o r m e n t e  l a s  
p o s i b i 1 i d a d e s  i n h i b i t o r i a s  de 1 os c u l t i  vos i  n i  c i  a d o r e s  son 
m u l t i p l e s  p e r o  se  c o n s i d é r a  que una de 1 a s  m^s i m p o r t a n t e s  es  
l a  p r o d u c c i 6 n  de a c i d o  I t f c t i c o  a p a r t i r  de l a  l a c t o s a  de l a  
l e c h e  (TODD e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  Con r e s p e c t o  a l  queso manchego  
e s t a  a c i d i f i c a c i d h  se  c o m p lé t a  m i e n t r a s  l a  p a s t a  se  e n c u e n t r a  
p r e n s a d a  en 1 o s  mol d e s , p o r  1o que 1 os e f e c t o s  de l a  
c o n c e n t r a c i d n  d e  c u l t i v o  i  n i  c i  a d o r  se  mani f  i  e s t a n  t r a s  e s t e  
m om ento, au n q u e  se  em p ie cen  a v i s l u m b r a r  ya  en l a  c u a j a d a .  
E x c e p to  en l a  ce p a  1 0 0 ,  en 1 os dem^s no se  o b s e r v d  
c r e c i m i e n t o  s i  no d i s m i n u c id n  d e l  ndmero de e s t a f  i 1 o c o c o s /m l  
de l e c h e  e n t r e  e l  momenta de l a  i n c o r p o r a c i d n  d e l  i n d c u l o  y 
l a  c u a j a d a .  No o b s t a n t e ,  d s t o  p o d r f a  s e r  d e b id o  a una mayor  
p d r d i d a  de e s t a f  i  1 ococo s  en e l  s u e r o  (como se  d i  s c u t i  rd" mas
a d e l a n t e ) , q u ed an d o  menos c d l u l a s  a t r a p a d a s  e n t r e  l a s
mi c e la s  y no d e b e r T a  s e r  i n t e r p r e t a d o  como una a e s t r u c c i d n
c e l u i a r  a 1 o l a r g o  d e l  p é r i o d e  de e l a b o r a c i d n . I g u a l m e n t e , en 
n u e s t r o  esquem a de f  a b r i  c a c i  Oh d e l  q u e s o , afTadiamos l a  
c o n c e n t r a c i  dn d e s e a d a  de l a  cepa de e s t a f  i 1 o c oco s  seguTn l a  
C ant a r a  se  c a l e n t a b a  en e l  quemador os gas b u ta n o  y ,  c e b id o  
a l  g r a n  vo lu m e n  de le c h e  a c a l e n t a r , se e s t a b l e c i a  un f 1u j o  
en rd g im e n  t u r p u l e n t o  que h a c f a  que 1 as p o r c i ones i n f e r i o r e s
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a l c a n z a r a n  t e m p e r a t u r e s  e l e v a d a s , mi e n t r a s  que l a s  s u p e r i  o r es  
^ s t a  e r a  m o d e ra d a .  E s t o  p o d r i a  i n d u c i r  a que 1 os
e s t a f i 1o c oco s  se  s o m e t i e r a n  d u r a n t e  b r e v e s  p e r i o d o s  de t ie m p o  
a ch oq ues  t d r m i  c o s  s u b l e t a l e s ,  i 
p e r  i  odo de t ie m p o  p a r a  r e c u p e r a r s e .
AHMED e t  a l .  ( 1 9 8 3 b )  i n d i c a n  que con un i n d c u l o  de 1 0 ^  a 
10 ^  UFC/ml 1 os r e c u e n t o s  en l a  c u a ja d a  o s c i l a r o n  a l r e d e d o r  
de 1 0 ^ .  L a s  c i f r a s  m 6xim as de  r e c u e n t o  r e g i s t r a d a s  p o r  
n o s o t r o s  en l a  c u a j a d a  han s i  do de 1 . 2 5  x 10 ^  ( S 6 - 0 . 1% ),  
s ie n d o  l a s  mTnimas de  8 x l O ^  (1 3 7 -1 % ,  3 6 1 -1 %  y 47 2 -1 % )  
e s t a f i 1o c o c o s / g , muy i n f e r i o r e s  e s t a s  u l t i m a s  a 1 as
m e n c io n a d a s  p o r  d i c h o s  a u t o r e s .  Desconocemos l a  t ê c n i c a  de  
e l a b o r a c i  dn d e l  q u eso  D o m i a t i ,  p o r  1o que no podemos e m i t i r  
una h i  p d t e s i  s s o b r e  l a s  r a z  o n es  que m o t iv a r o n  que n u e s t r o s  
r e c u e n t o s  f u e r a n  i n f e r i  o r e s .
I n c l u s o  en l a  c e p a  1 0 0 ,  l a  c u a j a d a  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  queso  
p r e p a r a d o  con 0 .1 %  p r e s e n t a b a  menor nCmero de e s t a f i l o c o c o s  
(5  10 ^ )  que l a  d e l  1% (1 x 1 0 ' ^ ) .  Una m a la  d i  s t r i  b u c i  dn
d e l  " s t a r t e r "  en e l  c u l t i v o  m adre  puede h a b e r  p r o v o c a d o  e s t a  
h e c h o .  En 1 os  r e s t a n t e s  q u e s o s , l a  r e l a c i d n  de e s t a f i l o c o c o s  
en l a  c u a j a d a  ha s i  do i n c l u s o  de  3 : 1  (S6) d 5 : 2  ( 1 3 7 ) ,  a u n que
en 10 5  qu eso s  361 y 4 7 2  f u e r a  de 2 : 1  ( c u l t i v o  " s t a r t e r " 0 .1 % :
c u l t i v o  " s t a r t e r "  1% ).
AHMED e t  a l . 1 9 8 3 b )  o b t u v i  e r o n  una c i  f r a  m=x i  ma de r e c u e n t o
ce i i . â u r e u s  a l  f i n a l  c e l  p r o c e s o  de e l  a b o r a c i  dn de 1 os
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qu eso s  D o m ia t i  (una vez  p r e n s a d o s )  de 10^» E s t e  mi smo 
r e s u l t a d o  o b t u v i e r o n  WALKER e t  a l . (1 9 6 1 )  q u ie n e s  e m p le a ro n
p a r a  l a  e l a b o r a c i d n  de queso C o lb y  l e c h e  c r u d a  p r o c é d a n t e  de  
m a m i t i s  s u b c l f n i c a s .  E l  numéro de e s t a f i 1oc o co s  i n c r e m e n t d  
d u r a n t e  e l  p r o c e s o  de f a b r i  c a c i  dn a l c a n : a n d o  un v a l o r  m^x i  mo 
en e l  momento de l a  r o t u r a  de l a  c u a j a d a  o en e l  p r i m e r  dTa  
de  m a d u r a c id n .  TUCKEY e t  a l . ( 1 9 6 4 )  i n d i c a r o n  que en queso
C h e d d a r  1 os e s t a f i 1o c o c o s  se  m u l t i p i i caban  h a s t a  l a  a d i c i d h  
da  s a l ,  d i  smi nuyendo a p a r t i r  de es e  momento, p e r o
r e g i s t r a r o n  un p i c o  en e l  d i a  21 de m a d u ra c id n  que s d lo  pudo  
s e r  i n t e r p r e t a d o  como un e r r o r  en e l  m u e s t r e o  (TODD e t  a l . ,
1 9 8 1 ) .  KOENIG y MARTH ( 1 9 8 2 )  d e t e r m i  n a ro n  que S . a u r eus
in c r e m e n t a b a  t r e s  v e c e s  en numéro d e sd e  e l  momento de l a  
i  n o c u l a c i  dh h a s t a  e l  f i n a l  d e l  p r e n s a d o .  En l a s  24 h
t r a n s c u r r i d a s  d e s d e  l a  i  n o c u l a c i  6n de l a  l e c h e  con l a  ce pa  
e s t a f i l o c d c i c a  y l a  to m a de m u e s t r a  d e l  queso t r a s  e x t r a e r 1o 
de l a  s o lu c id 'n  de s a l  m uera  e l  numéro de g e n e r  a c i  ones f u e  
s ie m p r e  i n f e r i o r  cuando e l  c u l t i v o  l â c t i c o  se  e n c o n t r a b a  a l  
17. como se  a p r e c i  a en l a  t a b l a  RQIO .
E s to s  datOB c o r r o b c r a n  1 o a n t e r i o r m e n t e  menci onado de l a s  
m a yo res  p o s i  b i  1 i  da des  de mul t i  p l  i  c a c i  d’n en un c u l t i v o  con
a c t i v i d a d  i n f r a n o r m a l . A e s t e  r e s p e c t o ,  IBRAHIM e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  
s u g i e r e n  que l a  p r / c t i c a  de a lm a c e n a r  queso Cheddar s i n  
a c t i v i d a d  " s t a r t e r " a 11® C p u ed e  r e p r e s e n t a r  un p e l i g r o  
p o t e n c i a l . En 1 os quesos S 6 ,  137 y 47 2  d i c h a  d i  f  e r e n c i a  e n t r e  
1 os r e c u e n t o s  de e s t a f 1 1oc o co s  r e ç i s t r a o o s  a cada  
c o n c e n t r a c i  tfn de c u l t i v o  i n i  c i  a d o r  u t  1 1 i z ado c o r r e s p o n d i  d" a
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un c i  c l o  l o g a r ^ t m i c o ,  p e r o  en l a  ce pa  l û û ,  r u e  i  n f e r i  o r . Ya 
s e  m enc ioncf a n t e r i  o r m e n t e  que s e  s o s p e c h a b a  de una mal a  
d i  s t r i  b u c i  ùn d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  en e l  l o t e  de l e c h e  con e l  
que se  p r e p a r a r o n  1 os q u eso s  1 0 0 ,  no c o i n c i d i e n d o  e l  0 .1 %  con  
l a  d é c im a  p a r t e  de 1 os a n a d i  dos a l  1%.
T a b l a  RQIO: Ndmero de g e n e r a c i  ones  r e g i s t r a d a s  en 1 os
d i s t i n t o s  qu eso s  d e s d e  su  i n o c u l a c i d h  en l a  l e c h e  h a s t a  l a  
e x t r a c c i d n  de 1 os mismos de l a  s o l u c i d n  de s a lm u e r a .
CEPA 0 .1 7 .  17.
100 4 - 5  2 - 3
S6 4 - 5  1 - 2
361 d d
4 7 2 5 - 6  1 - 2
P 1 - 2
(d = r e c u e n t o  i n f e r i o r  a l  i  n i  c i  a l )
C . 2 .  DESARROLLO DE FLORA NO ESTAFILOCOCICA EN EL PROCESO DE 
ELABORACION
AHMED e t  a l .  ( 1 9 8 3 b )  e s t u d i  ando e l  queso D o m ia t i  h a l l a r o n  1 os  
v a l  o r e s  de r e c u e n t o  de f l o r a  a e r o b i  a que exponemos a 
c o n t i n u a c i d n  c o m p a r é n d o lo s  con 1 os  h a l l a d o s  p o r  n o s o t r o s .
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FASE NS 5%ClNa 10%ClNa s a lm u e r a
i  n d c u lo 5 . 5 5 . 5 5 . 5 6 .  1
c u a j a d a 6 . 5 6 . 5 6 . 0 6 . 4
a c a b a d o 9 . 5 9 . 0 8 . 5 6 . 4 4
NS: queso s i n  s a l ;  en 1 as  o t r a s  dos c o lu m n a s  se  i n d i c a  e l
p o r c e n t a j e  de  C lN a  a n a d i  do a l a  c u a j a d a .  Desconocemos l a
c o n c e n t r a c  i  dn d e l  c u l t i v o  i  n i  c i  a d o r  p e r o  sospecham os que se a  
a l  17..
Los m ic r o o r g a n is m o s  p r é s e n t e s  en e l  qu eso c o n t r o l  (5  x 10 ^  ) 
f u e r o n  s u p e r i  o r e s  a 1 os r e c u e n t o s  de l a  f l o r a  a e ro O i  a no  
e s t a f i 1 o c d c i c a  en to d o s  1 os demds q u e s o s ,  e x c e p c id h  h e ch a  d e l  
3 6 1 -1 %  ( 1 x 1 0 ^  ) .  Los quesos c o n t r o l  s e  e l a b o r a r o n  de fo rm a
c o n j u n t a  con 1 os denom inados P ,  p o r  1o que en e l  ca s o  de no  
h a b e r s e  p r o d u c i d o  i n f l u e n c i a s  1 os  r e c u e n t o s  d e b e r f a n  h a b e r
s i  do s i  mi 1 a r e s  (en ambos c a s o s  e l  c u l t i v o  " s t a r t e r " se
i n c o r p o r é  a l a  l e c h e  en l a  c o n c e n t r a c i  d’n d e l  1%).  De h e c h o ,  
e l  r e c u e n t o  r e a l i z a d o  en e l  momento de l a  a d i c i d h  d e l  c u l t i v o  
i  n i  c i  a d o r  e s  i d é n t i c o  en 1 os dos l o t e s ,  p e r o  no a s f  1 os  
s i g u i e n t e s ,  y muy e s p e c i  a lm e n te  en l a  a d i c i d h  de c u a j o  ( t a b l a  
R Q l)  cu and o  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  ambos f u e  s u p e r i o r  a un c i  c i o  
1o g a r T t m i c o .
E s t e  r e t r a s o  en e l  c r e c i m i e n t o  de l a  f l o r a  no e s t a f i 1o c d c i c a  
en e l  p r o c e s o  de e l a b o r a c i d n  d e l  queso de t i p o  manchego (en  
c o n c r e t o  d e s d e  l a  i n c o r p o r a c i 6 n  d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  h a s t a  
l a  toma de m u e s t r a  en l a  c u a j a d a )  es  mds ac u sa d a  en 1 os  
i n o c u l a d o s  con l a  cepa  100 (1 0 0 - 1 % ,  10 0 —0 .1 %  y P ) . En l a
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b i b l 1o g r a f  1 a c o n s u l t a d a  no hemos h a l l  ado n in g u n  a u t o r  que 
menci one un d e s c e n s o  de l a  - f l o r a  " s t a r t e r  " h a s t a  e l  momento  
de l a  i n c c p o r a c i d n  de l a  s a l  . En n u e s t r o  c a so  p u d i e r a  s e r
d e b id o  a l a  p r o d u c c i  dn de c i e r t a s  s u s t a n c i a s  i n h i b i t o r i a s
p a r a  I d s  " s t a r t e r " p o r  p a r t e  de  d e t e r m i n a d a s  c e p a s ,  y en
c o n c r e t o  p o r  l a  1 0 0 .  No o b s t a n t e ,  como se  m e n c io n d  
a n t e r i  o r m ente, e l  c u l t i v o  I d c t i c o  d e l  queso C h e d d a r ,  a l  i g u a l  
que e l  d e l  queso m ancheg o , i n c l u y e  S t r e p t o c o c c us 1 a c t  i s  y
ë lE Ê B tg ç g ç ç u s  c re m o r i s .  p o r  1o que de e x i  s t i r  un e f e c t o
a n ta g o n i  s t a  e n t r e  d e t e r m i n a d a s  c e p a s  d e  e s t a f i 1oc o co s  y 
a lg u n a s  e s p e c i  es  de e s t r e p t o c o c o s  s e  d e b e r f a  h a b e r  
mani f e s t a d o  ta m b ié n  en e s t e  t i  po de qu eso (KOENIG y MARTH, 
1982; AHMED e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) ,  a no s e r  que en e l  queso manchego  
e s t e  e f e c t o  se  a c e n t i ï e  p o r  e l  e f e c t o  s i n e r g f s t i c o  que p u d i e r a  
e x i s t i r  e n t r e  1 os e s t a f i  1 o c o c o s  y a l  guna o t r a  e s p e c i e  
u t i l i z a d a  en e l  " s t a r t e r " .  Sospechamos que l a  d i s m i n u c id n  en 
e l  r e c u e n t o  r e s p o n d s  f u n d a m e n t a l  m ente  a l a  a c c i f in  s o b r e
S t r e p t o c o c c u s  ç r e m o r ^ s ^  co m p on ents  f u n d a m e n ta l  (7 5 -8 0 7 . )  d e l
c u l t i v o  e m p le ad o  p o r  n o s o t r o s .
La b i b l 1 o g r a f f a  c o n s u l t a d a  es  p r o l i j a  en c u a n t o  a l  e f e c t o  
i n h i b i t o r i o  de d e t e r m i n a d o s  g é n e r o s  b a c t e r i a n o s  s o b r e  1 os 
e s t a f  i 1 o c o c o s , s i e n d o  d’s t o s  mal os c o m p e t i  d o r e s  (TROLLER y 
FRAZIER, I 9 6 0 ;  REITER e t  a l . ,  1964 ;  lANDOLD e t  a l . ,  1965;  
DiG IAC INTO  y FR A ZIER , 1 9 66 ;  KAO y FR A Z IER , 1966; McCOY y 
FABER, 1966; HAINES y HARMON, 19 73 ;  WOODBURN e t  a l . ,  1973;
G ILLILAND y SPECK, 1 9 74 ;  MILLER y LEDFORD, 1 9 7 7 ) ,  i n d i c a n d o  
que p o s ib le m e n t e  é s t a  se a  d e b id a  a l a  s f n t e s i s  de
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a n t i b i Ê t i c o s  o de s u s t a n c i a s  - f i l t r a b l e s ,  a  l a  vez que l a  
co m p et i  c i  6n p o r  n u t r i e n t e s .  S i n em b a rg o ,  n u n c a  se ha s e n a la d o  
que pueda  e x i s t i r  un e f e c t o  i n v e r s o .
C . 3 .  EVOLUCION DE LOS VALORES DE PH
N u e s t r o s  d a t o s  c o n f i r m a n  l o s  e s t u d i  os  a n t e r i  o r e s  en c u a n t o  a 
que e l  pH s i g u e  una e v o l u c i â n  i n v e r s a  a l a  d e l  c u l t i v o  
" s t a r t e r " (AHMED e t  a l . ,  1 9 8 3 b ) .  IBRAHIM ( 1 9 7 8 )  e s t u d i d  e l  
e f e c t o  d e l  pH s o b r e  e l  d é s a r r o i  1 o de l o s  e s t a f i l o c o c o s ,  
a n a d ie n d o  a 'c ido  la T c t ic o  en un c u l t i v o  s i n t é t i c o  que h a b i a  
c o n ta m in a d o  con e s t a f i 1o c o c o s .  O b s e r v é  que a pH de 4 . 8 7  se  
p r o d u c i ’a una i n h i b i c i é n  d e l  c r e c i m i e n t o  de 4 7 .4 1 % ,  comenzando  
é s t a  a p r o d u c i r s e  a p a r t i r  de v a l  o r e s  de pH de  5 . 3 .  T A T IN I  e t  
a l .  ( 1 9 7 0 )  d e n u n c i  an que e l  pH de 4 . 5  p r o d u c i d o  po r  efc ido  
l é c t i c o  es  b a c t e r i c i d a  p a r a  5 . aur e u s . MINOR y MARTH ( 1 9 7 2 )  
d e te r m i  n a ro n  que p a r a  s e r  i n h i b i t o r i o  e l  pH de l o s  d e r i v a d o s  
1 f ic te o s  d e b i a  s e r  de 5 . 0  a l  f i n a l  de  l a  f e r m e n t a c i d n  y que  
p a r a  c o n s e g u i r  una r e d u c e i  dh d e l  90% e l  pH f i n a l  d e b i a  s e r  de  
4 . 9 .  MAGRINI e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  c o n t r o l a r o n  e l  pH m a n t e n ié n d o l  o en 
un v a l o r  de 6 . 0  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i é n  a 3 0 ^ 0 .
Acometimos e l  e s t u d i  o de m a n te n e r  e l  pH en v a l  o r e s  c e r c a n o s  a 
l a  n e u t r a l i  dad p a r a  e s t u d i  a r  e l  e f e c t o  que d s t e  e j e r c l a  s o b r e  
e l  d e s a r r o l l o  de l a  m i c r o f  1 o r a  p r e s e n t e  en e l  queso manchego.  
A t a l  f i n  p r o c e d im o s  a s u s t i t u i r  e l  s u e r o  o b t e n i d o  t r a s  l a
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r u p t u r a  de l a  c u a j a d a  p o r  un tam pén - f o s f a t o  c o n c e n t r  ado 
( 0 .5 M )  p e rm i  t i  endo una i  n t e r a c c i  én e n t r e  é s t e  y l o s  g r a n o s  de  
c u a j a d a  d u r a n t e  c i e r t o  t i e m p o ,  h a s t a  que c o n s id é r â m e s  que se  
h a b f a  p r o d u c i  do l a  e s t a b i 1 i  dad de l a s  c a r g a s  e l e c t r o s t é t i c a s , 
t a l  y como se  d e s c r i b i é  en e l  a p a r t a d o  c o r r e s p o n d i e n t e  
( B . 3 . 1 . a .  d e l  c a p f t u l o  I ) .  Lo s  e f e c t o s  de  e s t a  s u s t i t u c i f i n  
son d i f a c i l e s  de  e v a l u a r .  De h e c h o  s é l o  s e  pudo o b s e r v e r  un 
v a l o r  de  pH e l e v a d o  en e l  s u e r o  y en l a  c u a j a d a  ( 6 . 7  y 6 . 9 ,  
r e s p e c t i v a m e n t e ) , ya  que in m e d i  a t a m e n t e  d e s p u é s  de  e x t r a e r  e l  
queso d e l  m o ld e  e r a  s i m i l a r  a l  d e l  r e s t o  d e  l o s  l o t e s .  T r a s
e l i m i n a r  e l  tam pén e i n t r o d u c i r  l a  p a s t a  en e l  mol de e l  
r e c u e n t o  de e s t a f i 1 oc o co s  h a b f a  d e s c e n d i  do de  fo r m a  n o t a b l e ,  
p r o b a b le m e n t e  como c o n s e c u e n c i  a d e l  l a v a d o  a c a e c i d o ,  ya  que  
se pudo c o n s t a t e r  que l a  p a s t a  t e n f a  una c o n s i  s t e n c i  a
d i f e r e n t e  de  l o s  o t r o s  l o t e s ,  s i e n d o  més q u e b r a d i z a .  D u r a n t e  
1 as  1 8 - 2 0  h que l o s  q u eso s  p e r m anec i  e r o n  p r e n s a d o s  e 
i n t r o d u c i d o s  en l a  s o l u c i é n  de s a lm u e r a  s e  d é s a r r o i  1a r o n  7 u 
8 g e n e r a c i  o n es  de e s t a f  i 1 o c o c o s , p r o b a b le m e n t e  e s t i m u l a d a s  
p o r  l o s  v a l  o r e s  de pH e l e v a d o s ,  de  t a l  fo r m a  que lo s
r e c u e n t o s  en l a  p r i m e r a  tom a de m u e s t r a  a r r o j a b a n  c i f r a s  muy
s i m i 1 a r e s  a l a s  o b t e n i d a s  en o t r o s  q u e s o s .  F o r  e l  c o n t r a r i o ,
en e s t e  mismo i n t e r v a l o  de t i e m p o  s 6 l o  s e  d é s a r r o i  1 a ro n  1 o 2  
g e n e r a c i ones  de f l o r a  no e s t a f i 1 o c é c i c a , en c o n c e n t r a c i û n  
s i m i l a r  a o t r o s  qu eso s  a n t e s  de  s e r  i  n t r o d u c i  da en l o s
mol d e s . F o r  1 o t a n t o ,  se pu ed e  d e d u c i r  que un pH e l e v a d o ,  aun
no a f  e c t  ando l a  f l o r a  l é c t i c a ,  pe rm i t e  un d e s a r r o l l o  méTximo
de l o s  e s t a f i l o c o c o s .
—26 2—
E l pH mi n i  mo r e g i  s t r a d o  p o r  n o s o t r o s  en l a  p r i m e r a  tom a de  
qu eso  ha s i  do 5 . 2  ( E - 0 . 1%) y e l  mSximo 5 . 5  < 10 0 ,  1 3 7 ,
3 6 1 - 0 .  1%, C , E - IV . )  ( t a b l a  RQ4) p o r  1 o t a n t o  no se han l l e g a d o  
a l o s  v a l o r e s  m e n c io n a d o s .  C on form e a 1o d e s c r i t o  p o r  KOENIG 
y MARTH ( 1 9 8 2 ) ,  e l  pH f i n a l  a l c a n z a d o  f u e  i d é h t i c o  p a r a  una  
mi sma c e p a  en l o s  qu eso s  fe r m e n t a d o s  con 1 y con 0 .1 %  de
c u l t i v o  " s t a r t e r " ,  a e x c e p c id n  de 361 y  de  E . E l  pH en l a
p r i m e r a  tom a de m u e s t ra  c o n t r o l  f u e  de 5 . 5 .  P or  o t r a  p a r t e ,
no han c o i  n c i  d i  do con a q u e l l o s  quesos donde se  r e g i s t r e ^  un
mayor c r e c i m i e n t o  de " s t a r t e r " .
C . 4 .  VALORES DE DNAsa Y TNAsa OBTENIDOS
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  l a  p r e s e n c i a  de  a c t i v i d a d  DNAsa
en e l  c u a j o ,  ya  que l o s  r e c u e n t o s  de  e s t a f  i 1 o c o c o s  en e l  
momento de a d i  c i  o n a r  d i c h o  com p ues to  no j u s t  i  f  i  can  una  
r e a c c i  dh p o s i t i v a  en 1 as  p l a ç a s  de a g a r  a z u l  de t o i u i  d i  na 
( t a b l a  R D 5 ) . En una p r i m e r a  e x p e r i e n c i a  p a r a  co m p ro b ar  d i c h o  
e f e c t o ,  r e a l i z a n d o  v a r i a s  d i 1u c i o n es  d e l  c u a j o  en l e c h e  se  
pudo c o n s t a t e r  que una c o n c e n t r a c i d n  s u p e r i o r  i m p l i c a b a  un
h a l o  de d i é m e t r o  m ayo r .  No o b s t a n t e ,  l a s  e x p e r i e n c i a s
p o s t e r 1 o r e s  con c u a j o s  de o t r a s  m a rc a s ,  p r o c e d e n t e s  de  
c u a j a r e s  de t e r n e r o s ,  no r e s u l t a r o n  c o n c l u y e n t e s .  Las  
p r o p i e d a d e s  p a r e c i a n  f l u c t u a n t e s ,  ya  que en a lg u n o s  c a s o s ,  l a  
a c t i v i d a d  DNAsa f u e  muy i m p o r t a n t e  < S 6 ) ,  mi e n t r a s  que en e l  
l o t e  P no m o s t r é  s e r  t e r m o r r e s i  s t e n t e .  La b i b l  i o g r a f  i^a
c o n s u l t a d a  s d l o  d e j a  a t i s b a r  e l  t r a b a j o  de IBRAHIM (1 9 7 8 )
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qu i  en serSala  h a b e r  b e t e c t a d o  TNAsa s i  n l a  ex i  s t e n c i  a con j u n t a  
de un ndmero de e s t a f 1 1o coco s  s u f i c i  e n t e .  No i n d i c a  h a b e r  
e x a m in a d o  e l  c u a j o  p a r a  c o m p ro b a r  s i  d i c h o  e f e c t o  p o d f a
p r o v e n i r  d e l  mi smo.
La e v i d e n c i a c i é n  de DNAsa como s u s t i t u t o  de l a  d e t e c c i d h  de  
e n t e r o t o x i  na s  p r é s e n t e s  ha g o zad o  de a d e p t o s  y de  
d e t r a c t o r e s .  C o n s id e ra m o s  que s i  una de  l a s  e n z im a s  d e l  
c u a j a r  de l o s  r u m i a n t e s  j d v e n e s  ( e s p e c i a l  m e n t e , c c r d e r o s )  
t i e n e  c a p a c id a d  de d e s d o b la r  e l  DNA y se  m a n t ie n e  a 1 o l a r g o  
d e l  p r o c e s a m ie n t o  d e l  mi smo, p o d r f a  h a c e r  i n c u r r i r  en
r e s u l t a d o s  f a l s o s  p o s i t i v e s ,  con l o s  i n c o n v e n i e n t e s  que es o  
c o n l 1 e v a r f a .  E l  p r o c e d i m i e n t o  m /s  g e n e r a l  p a r a  o b t e n e r  e l
c u a j o  c o n s i s t e  en l a v a r  s u c e s iv a m e n te  l o s  c u a j a r e s , h a c ie n d o  
p a s a r  e l  1 f  qui do a t r a v é s  de b â t e r i a s  de  c u b as  en l a s  que se  
han d i  s p u e s to  c u a j o s  p r o g r e s i v a m e n t e  menos a g o t a d o s .  E l  c u a j o  
en p o lv o  se  o b t i e n e  p r e c i p i t a n d o  e l  e n z im a  p o r  s a t u r a c i  dh de  
l a  s o l u c i d h  con c l o r u r o  s d d ic o .
O t r a  e x p l i  c a c i  dh a l t e r n a t i  va  a l a  a c t i v i d a d  TNAsa d e l  c u a j o
s é r i a  que d u r a n t e  e l  p r o c e s o  de e l a b o r a c i d h , se h u b i e r a
c o n ta m in a d o  e s e  l o t e  c o n c r e t o  de fo rm a  m a s iv a  con
e s t a f i 1o c o c o s , t e n i  endo é s t o s  l a  p o s i  b i 1 i  dad de s e c r e t a r
d e s o x i r r 1 b o n u c le a s a s .  Segun e s t e  s u p u e s to  t a m b ié h  h a b r f a n  
p o d id o  s e c r e t a r  e n t e r o t o x  i  nas que h a b r f a n  p e r d u r a d o  a 1o
l a r g o  d e l  p r o c e s o  de m a d u r a c i 6 n , h a b ié h d o s e  d e t e c t a d o  en e l  
queso c o n t r o l  m e d ia n te  l a s  p r u e b a s  e s p e c f ' f  i  c a s .  E s t e  s u p u e s to  
no puede s e r  d e s c a r t a d o  d e f i n i t i v a m e n t e ,  ya  que s i  b i e n  en
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1 os quesos c o n t r o l  no se  pudo d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i a  de
e n t e r  o to x  i  n a s , no se e x c l u y e  l a  p r  ob ab i  1 i dad de que -fueran  l a
e n t e r o t o x i n a  e s ta - f  i  1 o c o c i  ca  £ ,  cf 1 a F d  i n c l u s o  a l  guna
t o d a v f a  no i d e n t i  f i  c a d a .  Ig u a lm e n t e >  se  pudo p r o d u c i r
d e s o x i r r i b o n u c l e a s a  p e r o  no e n t e r o t o x i n a .  S u g e r im o s  que es
i m p o r t a n t e  c o m p ro b a r  l a  a c t i v i d a d  DNAsa d e l  c u a j o  a n t e s  de
a f i r m a r  que un queso e s  p o s i  t i  vo  a e s t e  e n z im a .
NISKANEN y NURMI ( 1 9 7 6 )  i n d i c a n  que v a l o r e s  d e  r e c u e n t o  
i g u a l e s  a 10 ^  son s u f i c i  e n t e s  p a r a  que s e  pu e d a  d e t e c t a r  
TNAsa en l o s  a l i m e n t o s ,  p e r o  SANTOS y GENIGEQRGIS ( 1 9 8 1 ) ,  a l  
i g u a l  que KOUPAL y DEIBEL ( 1 9 7 8 )  no p u d ie r o n  d e t e c t a r  TNAsa 
p r é s e n t e  en 1 as  m u e s t r a s  de queso con v a l o r e s  de r e c u e n t o
i  n f e r i  o r e s  a 1 0 ^  . No t o d a s  l a s  c e p a s  de e s t a f i 1ococo s
s i n t e t i z a n  n i v e l e s  i d é n t i c o s  de DNAsa (ERICKSON y D EIB EL ,  
1973; EMSWILLER-ROSE y JOHNSTON, 1980 )  y se  ha p u e s t o  de
m a n i f  i e s t o  l a  a u s e n c i  a de r e l a c i d h  e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a
c a n t i  dad de e n z im a  s e c r e t a d o  ( IBRAHIM, 1 9 8 1 ) .
Se ha co m u n ic ad o  l a  p r e s e n c i  a de TNAsa en a u s e n c ia  de  
e n t e r o t o x i n a  e s t a f i 1o c d c i c a .  SCHOUWENBURG e t  a l .  ( 1 9 7 8 )
a n a l  i  z a r o n  l a  f o r m a c i d n  de TNAsa en queso Gouda s ie n d o  é"sta 
d e t e c t a d a  cu and o  l o s  v a l o r e s  de r e c u e n t o  de S . aur e us  
o s c i l â b a n  e n t r e  10 ^ y 1 0 ^  c é l u l a s / g ,  p u d ië h d o s e  d e t e c t a r  
a n t e s  que l a  p r e s e n c i  a de  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f i 1o c d c i c a s .  
AHMED e t  a l .  (1 9 8 3 b )  no pud i  e r o n  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  A 
p r é s e n t e  ( p r o d u c id a  p o r  l a  ce pa  100) aun cu an d o  e r a  é v i d e n t e  
l a  s f n t e s i s  de TNAsa y e l  r e c u e n t o  e s t a f i 1o c 6 c i c o  e r a
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e l  ev â d o .
La p r e s e n c i a de e n t e r o t o x  i  na  en a u s e n c ia  de DNAsa 
t e r m o e s t a b l e  ha s i  do d e n u n c i  ada en v a r i a s  o c a s i o n e s .  ERICKSON 
y DEIBEL ( 1 9 7 3 )  i n d i c a n  que l a  s i n t e s i s  de  TNAsa p u d i e r a  
e s t a r  r e p r i m i d a  p o r  t e n s i o n e s  b a j a s  de o x ig e n o  y p o r  un pH 
^ c i d o ,  aunq ue  FOX y HOLMAN ( 1 9 6 8 )  m a n t ie n e n  que e l  e n z im a  se  
p r o d u c e  t a n t o  en a u s e n c i  a como en p r e s e n c i  a de  o x fg e n o .  La  
a n a e r o b i o s i s  a f e c t a  a l  pH f i n a l  y a e s t e  r e s p e c t o  s e n a l a r o n  
ERICKSON y DEIBEL ( 1 9 7 3 )  que e l  pH t fp t im o  p a r a  l a  p r o d u c c i  6n 
de DNAsa e s t a f  i  1 occfci ca  es  de 8 . 3 .  La  g l u c o s a  i n f l u y e  en e l  
v a l o r  f i n a l  de pH , p o r  1o que se  puede  i n h i b i r  a l
m e t a b o i i  z a r s e  d i c h o  a z u c a r  r e d u c t o r .  TODD e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  
i n d i c a r o n  que no t o d a s  l a s  m u e s t r a s  con e n t e r o t o x  i  n a s  
e s t a f  i 1 ocObi c a s  p r e s e n t a b a n  t a m b ié h  a c t i v i d a d  TNAsa y
s u g i  r i e r o n  como e x p l i  c a c i  dh l a  i n a c t i v a c i d h  de l a  mi sma p o r  
e n z im a s  p r c t e o l T t i c a s  (DONNELLY e t  a l . ,  1 9 6 8 ;  LACHICA e t  a l . ,
1 9 7 2 )  o l a  p r o d u c c i  én de EET s i  n TNAsa (LEE e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  Ya
que es  un e n z im a  c a l  c i  o - d e p e n d i  e n t e ,  su a c c id h  puede s e r
s u p r i m i d a  p o r  q u e l a c i  dh de e s t e  e le m e n t o  (ERICKSON y D E IB E L ,
1 9 7 3 ) .  BOUWER-HERZBERGER e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  i n f o r m a r o n  a c e r c a  de
l a  a u s e n c ia  de TNAsa en a l i m e n t o s  c a u s a n t e s  de un b r o t e  de
i n t o x 1c a c i é n  e s t a f i 1o c é c i c a , aun cuando de fo rm a  e m p f r i c a  en
c u l t i v o  l a  cepa  a i  s i a d a  d e l  a l i m e n t e  (en donde se  e n c o n t r a b a
en numéros e l e v a d o s )  product"a t a n t o  TNAsa como e n t e r o t o x i n a .
Al c o n t a m in e r  n a t i l l a s  de fo rm a  a r t i f i c i a l  tam poco p u d ie r o n  
a p r e c i  a r  l a  p r e s e n c i a  de d i c h o  e n z im a .  No o b s t a n t e ,  p o r  
i  r r a d i  a c id h  se han o b t e n i d o  m u ta n te s  TNAsa n e g a t i v e s ,  que a
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l a  ve z  e r a n  c o a g u l a s a , 1e c i  t i  na sa  y e n t e r o t o x i n a  n e g a t i v e s ,  
r e ç u p e r  aihdose l a s  c u a t r o  c a r a c t e r f s t i  c a s  ( f  o t o r e a c t i  v a c iû n )  
en d e t e r m i  n a d a s  c o n d i  c i  o n e s ,  m ot i  vando l a  s o s p e c h a  de  l a  
e x i  s t e n c i a  de m écan ism es c o o r d in a d o s  de s f n t e s i  s (BATISH e t  
a l . ,  1 9 8 1 ) .
KOUPAL y DEIBEL ( 1 9 7 8 )  y EMSWILLER-ROSE y JOHNSTON ( 1 9 8 0 )  
d e n u n c i  a r o n  l e s  p r c b le m a s  p l a n t e a d o s  p o r  l o s  r e s u l t a d o s  
d u d o s o s ,  ya  que v a r i a s  de sus m u e s t r a s  a d q u i  r f a n  una  
t o n a l i  dad a z u l  c l  a r a  o i n c o l o r a ,  o e l  c o l o r  r o s a  e r a  d i f u s o .  
Aunque en n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  no v e n g a  a s f  e x p r e s a d o ,  hemos 
c o n s i d e r  ado que a q u e l l o s  d i  « m é tr o s  de 0 . 6  cf 0 . 7  cm t i  enen  
c a r a c t e r  d u d o so .  IBRAHIM ( 1 9 8 1 ) ,  a p l i c a n d o  l a  mi sma té ic n i c a  
que hemos s e g u i d o  n o s o t r o s  p a r a  l a  d e t e c c i é n  de TNAsa i n f o r m é  
que se  p o d f a  o b s e r v e r  una peq u en a  z o n a  de a c t i v i d a d  
desox  i r r i b o n u c l e a s a  en m u e s t ra s  donde se  e n c o n t r a b a n  menos de  
100 a u r e u s  / g  de  queso p r é s e n t e s ,  a s f  como en l o s  quesos
c o n t r o l .  E s t o  f u e  i n t e r p r e t a d o  po r  d i c h o  a u t o r  como que o t r o s  
mi c r o o r g a n i  smos d i s t i n t o s  de e s t a f  i 1 o c o c o s  ta m b ié n  podi'an  
p r o d u c i r  e l  e n z im a .  LACHICA e t  a l .  ( 1 9 7 2 )  t a m b ié h  i  n d i  c a ro n  
h a b e r  d e t e c t a d o  TNAsa p r o d u c i d a  p o r  o t r o s  m ic r o o r g a n is m o s , en
c o n c r e t o  B a c i l l u s  s u b t  i l _ i s  y S t r e g t g ç g ç ç u s _ f  e g a L i s  v a r  .
1 i qu e f a c i e n s .  E s t e  r e s u l t a d o  c o n c o rd a b a  con l o s  de THOMAS y
NAMBUDRIPAD (1 9 7 4 )  q u ie n e s  o o s e r v a r o n . que 3 0  c e p a s  de
S iC Ê E tS S S Ç B ü l  f  eça I ,LS  oe 1 as 125 e s t u d i  ad as  p r o d u c f a n  TNAsa.
BATISH e t  a l .  ( 1 9 8 4 a )  y BISSONNETTI e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  e s t u d i a r o n  
d e r i v a d o s  l a c t e o s  y o b s e r v a r o n  que t a n t o  S t r e p t o c o c c u s  
i à e Ç â i i S  v a r .  zym ggenes ,  B a c i l l u s  ç e r e u s  y en g e n e r a l
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h o n g o s ,  e r a n  c a p a c e s  de p r o d u c i r  e n z im a s  que d e s d o b la b a n  e l  
DNA. De i g u a l  f o r m a , l a  c a p a c i  dad DNAsa t e r m o e s t a b l e  en 
e s t r e p t o c o c o s  d e  l o s  g ru p o s  A, B, C ,  F ,  G y L ha s i  do p u e s t a  
de m a n i f i e s t o  po r  GUDDING ( 1 9 7 9 ) ,  y d e l  g r u p o  D po r  THOMAS y 
NAMBUDRIPAD ( 1 9 7 4 )  y p o r  BATISH e t  a l . ( 1 9 8 2 ) .
P o r  1o t a n t o , l a  poca  e s p e c i f i c i  dad de 1 a p r u e b a  se  ha p u e s t o  
de m a n i f i e s t o  en m u l t i p l e s  o c a s i o n e s ,  y s e  c o r r o b o r a  p o r  l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  n o s o t r o s .  No o b s t a n t e ,  se  ha  
i n d i c a d o  que e s t e  i n c o n v e n i e n t e  d i  s m in u fa  a l  v a r i a r  1 as  
c a r a c t e r f S t i c a s  de l a  p r u e b a ,  p o r  l a  i n c u b a c i d h  d e l  a g a r  a z u l  
de t o l u i d i n a  d u r a n t e  c u a t r o  h o r a s  a 50®C. A s f  mismo, T A T IN I  
e t  a l . ( 1 9 7 6 )  y BATISH e t  a l . ( 1 9 8 4 a )  i n d i c a n  que l a  TNAsa oe
5 . a u r e u s  e s  a c t i v a  a pH 9 . 0 ,  mi e n t r a s  que o t r a s  r e q u i e r e n  
v a l o r e s  i n f e r i  o r e s  de pH p a r a  m o s t r a r  su a c t i v i d a d .  En 
n u e s t r o  e s t u d i  o , r e c o g i  mos e s t a s  s u g e r e n c i  a s , p e r o  no  
f a v o r e c i  e r o n  l a  a n u l a c i d n  de l o s  r e s u l t a d o s  f  a l s o s  n e g a t i  v o s .
Al c o m p a re r  l o s  d i s t i n t o s  p r o c e s o s  de e x t r a c c i d n  de l a  DNAsa 
p r o p u e s t o s  p o r  l o s  d i  f e r e n t e s  a u t o r e s  c o n s t a tâ m e s  que  
s i  g u i endo e l  s u g e r i do p o r  IBRAHIM y BALDOCK (1 9 8 1 )  no se  
o b t e n f a n  l o s  r e s u l t a d o s  d p t im o s ,  amén de s e r  l a b o r i o s o  y no  
p O d erse  r e a l i z a r  con un ndmero e le v a d o  de m u e s t r a s .  E l  
p r o p u e s t o  p o r  IBRAHIM ( 1 9 8 1 )  r e u n f a  l a s  v e n t a j a s  de s e r  
r é p i  do y s e n c i l l o ,  f u n c i  onando b i e n  con 1 os o t r o s  a l i m e n t o s ,  
e s p e c i a l m e n t e  con l a  l e c h e  c o n d e n s a d a .
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En v a r 1 as  m u e s t r a s  f u e  s u p e r i o r  e l  v a l o r  r e g i s t r a d o  p a r a  l a  
a c t i v i d a d  TNAsa que p a r a  l a  DNAsa. Tampoco hemos e n c o n t r a d o  
n i  nguna r e f e r e n d a  s o b r e  e s t e  tem a p e r o  d i c h o  r e s u l  t a p o  
p o d r f a  d e b e r s e  a que con e l  c a l e n t a m i e n t o  se  l i b e r e n  « c id o s  
g r a s o s  v o l  aTti 1 e s  o se  f u n d i e r a n  g r a s a s  que i n a c t i  v a r a n  e l  
e n z im a ,  b i e n  p o r  r a z o n e s  f f s i c a s ,  i m p i d i e n d o  su a c t u a c i d n ,  o 
b i e n  p o r  r a z o n e s  qu fm i c a s , p o r  l a  p r e s e n c i  a de e n l a c e s .
BARVE y KULKARNI ( 1 9 8 4 )  s e n a l a r o n  que l a  d e t e c c i 6 n  d e  TNAsa 
no se  a f e c t a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de  s a l , g l u c o s a  o mani t o i . La  
g l u c o s a  i n f l u y e  en e l  v a l o r  f i n a l  d e l  pH.
Se ha s e n a l a d o  que l a  TNAsa es  mas t e r m o r r e s i  s t e n t e  que l a  
e n t e r o t o x  i  na  A ya que no se  i n a c t i v e  t r a s  105 m in u to s  a 100 *  
C , 5 0  m in u t o s  a 1 1 0 *C  â 20  m in u t o s  a 121**C, mi e n t r a s  que l a
EEA s f .  No hemos com probado e l  p o r c e n t a j e  de r e c u p e r a c i û n  de 
d e s o x 1 r r  i  b o n u c 1e a s a  a p a r t i r  de  q u e s o s , p e r o  IBRAHIM y 
BALDOCK (1 9 8 1 )  m enc ion an  que es  d e l  57 ±.18% p a r a  e s t e  
a l  i m en to .
Las c a r a c t e r f s t i  c a s  b i  o q u fm i  c a s  de l a  m o lé c u la  de  DNAsa 
e s t a f i 1 o c é c i c a  son muy s i m i 1 a r e s  a l a s  de l a s  e n t e r o t o x i n a s .  
Ambas son m o l é c u l a s  p r o t e i c a s , c c n s t i  t u i  das p o r  una ca den a  
p o i  i  p e p t f d i  c a  i / n i c a ,  con e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  g l o b u l a r .  La 
p r i m e r a  e s t «  c o n s t i  t u i  da p o r  149 a m in o « c i  d o s , s ie n d o  su peso  
m o l e c u l a r  de 1 6 . 8 0 7  D (LACHICA e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  E s t a s  
c a r a c t e r f s t i c a s  j u s t i f i c a n  que l a  e n t e r o t o x i n a  que a n a d i  mos a 
l a  l e c h e  (denomi nada  " c r u d a ") , e s t u v i e r a  co n ta m i  nada  con
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m o l é c u la s  de DNAsa, y a  que e l  p r o c e s o  de purx-f  i c a c i é n  
p r o b a b l e m e n t e  i n c l u i r f a  a 1o sumo l a  c r o m a t o g r a f f a  con  
r é s i n a s  de  e x c l u s ! d h  m o l e c u l a r .  En l a  t a b l a  RQ7 se  puede  
a p r e c i a r ,  que s i  b i e n  l a  c o n c e n t r a c i t n  de DNAsa en l a  l e c h e
a l  a n a d i  r  l a  t o x i n a  e r a  e l e v a d a  (d i  « m é t r o  = 1 . 2 - 1 . 3  c m ) ,  l a
d e t e c c i  dn de  é s t a  s u f r i  d" una d i s m i n u c i d n  con e l  t i e m p o ,  
a d q u i r i e n d o  v a l o r e s  muy b a j o s  a l a s  t r e s  o c u a t r o  semanas de  
h a b e r  p r e p a r a d o  e l  q u e s o .  C u r io s a m e n t e  e s t e  hecho c o i n c i d i d  
en e l  t i e m p o  con a q u e l l o s  momentos en  que se  r e g i s t r d  una  
menor c a n t i  dad de e n t e r o t o x i n a  ( t a b l a  R Q 9 ) . En un p r i n c i p i o  
e s t o s  d a t o s  s u g e r f a n  l a  p r e s e n c i  a de  a lg u n a  s u s t a n c i a  con  
a c t i v i d a d  p r o t e o l f t i c a .  S in  e m b a rg o ,  d i  ch as  s u s t a n c i a s  
v o l v i e r o n  a d e t e c t a r s e  en mayor c o n c e n t r a c i  dn a p a r t i r  de  l o s  
d f a s  3 2 - 3 5  au n q u e  l o s  r e c u e n t o s  p e r i d d i c o s  no e v i d e n c i a b a n  l a  
c o n ta m i n a c i  dn i n d e s e a d a  p o r  e s t a f  i 1oc o co s  c o a g u la s a  p o s i  t i  v o .  
A si m ism o, ta m p o co  1 as  v a r i  a c i  ones en e l  numéro de  
m i c r o o r g a n i  smos a e r o b i  os t o t a l e s ,  n i  en e l  pH pueden  
i  m p u t a r s e  como r e s p o n s a b l e s  d i  r e c t o s  de e s t a s  f l u e t u a c i o n e s .
T a n t o  l a s  e n t e r o t o x  i n a s  como l a  TNAsa son p r o t e f n a s  muy 
a s t a b l e s ,  como se m e n c io n d  a n t e r i  o r m e n t e .  Se s u g i e r e  l a
p o s i b i 1 i  dad de  que s a  l i b e r e n  a l  m ed io  con c a r a c t e r  a d i t i v o
s u s t a n c i a s  que a l  c o n j u g a r s e  con l a s  p r o t e f n a s  im p i  dan su
d e t e c c i  dh (a u n q u e  desconocem os s i  b l o q u e a r f a n  su a c t i v i d a d  
b i o l d g i c a  " i n  v i v o " ) ,  p e r o  que l l e g a d o  un momento dado y p o r
d e p l e c i d h  de  c i e r t o s  e le m e n t o s  sean  r e u t i 1 i z a d a s ,  1 ib e r a h d o s e  
l a  a c t i v i d a d  de l a s  p r o t e f n a s  p a r a  p o d e r  d e t e c t a r s e  de n u e v o .  
E s te  h e ch o  no h a b f a  s i  do p u e s t o  de mani f i  e s t o  en l a  
b i b l l o g r a f  f a  c o n s u l t a d a ,  y c reem o s  m ere ce  un e s t u d i  o a p a r t é
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d e t e n i  do .
C . 5 .  PERDIDAS DE ESTAFILOCOCOS EN EL SUERO
Uno de l o s  o b j e t i v o s  im p u e s to  p o r  n o s o t r o s  e r a  e s t a b l e c e r  s i  
d u r a n t e  l a  c o a g u l a c i d n  de l a  l e c h e  se  p r o d u c f a  m u l t i p l i c a c i d h  
de  l a s  c d l u l a s  p r é s e n t e s .  Lo s  e s ta - f  i  lo c o c o s  p a r e c e  que  
i n c l u s o  se  d e s t r u y e n  p a r c i  a l m e n te .  En l o s  quesos 10 0 -1 % ,  
S 6 - 0 . 1% y 3 6 1 - 0 . 1 %  1o r e c u p e r a d o  t r a s  ro m p e r  l a  c u a ja d a
r e p r e s e n t ^  e l  80% de l o s  e s t a f i l o c o c o s  p r é s e n t e s  en e l  
momento de l a  a d i c i o f )  d e l  c u a j o ,  p e r o  en l o s  1 0 0 -0 .1 %  y 361 
f u e  e l  3 0  y 35%, r e s p e c t i v a m e n t e ,  mi e n t r a s  que en S 6 - l%  e l  
66%. De e s t a s  c i f r a s  se  d e d u c e  que d u r a n t e  e l  p e r i o d o  en e l
que s e  c o a g u la  l a  l e c h e  p o r  a c c id n  d e l  c u a j o  no se  perm i t e  l a
mul t i  p l i  c a c i  dn de l a s  c é l u l a s  e s t a f  i  1 o c d c i  c a s .  La  
v a r i a b i l i d a d  e n t r e  l o s  v a l o r e s  de l a s  p é r d i  das p o d r f a
o b e d e c e r  a l a  d i  s t r i b u c i  dn d e l  c u a j o  en l a  l e c h e  o a que se
p e rm i  t i  e r a  una a c t u a c i  6n s u p e r i o r  de ë s t e ,  dado 1o s u b j e t i v o  
de  l a  a p r e c i a c i d n  d e l  momento de c o r t a r  l a  c u a j a d a .
P o r  e l  c o n t r a r i o ,  en l a  f l o r a  no e s t a f i 1o c d c i c a  se o b s e r v d  
que e l  r e c u e n t o  e r a  s u p e r i o r  ( c u a j a d a  -*• s u e r o )  en 1 0 0 - 0 . 1 % ,  
5 6 - 0 . 1 %  y P ,  s ie n d o  en 3 6 1 - 0 . 1 %  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r .  Por  e l  
c o n t r a r i o ,  en 1 0 0 -1 % ,  5 6 -1 % ,  3 6 1 -1 %  y C l a  r e c u p e r a c i d h  f u e
d e l  5 0  a l  60%. Al i g u a l  que a n t e s ,  e s t a  v a r i a b i l i d a d  p u d i e r a  
r e s p o n d e r  a un e f e c t o  de l a  t ê c n i c a ,  p e r o  ta m b ié n  se a p r e c i a  
que cuando l a  c o n c e n t r a c i  dn d e l  c u l t i v o  " s t a r t e r "  es  d e l  0 .1%
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h a y  un g r a d o  s u p e r i o r  de m u l t i p l i c a c i d n .  P o d r f a  i n c u l p a r s e  de  
e s t a  m u l t i p i i c a c i d n  a l  consume de l a c t o s a ,  aunque no se  
r e - f l e j e  en v a l o r e s  i n f  e r i o r e s  de pH.
AHMED e t  a l . ( 1 9 8 3 a )  e s t u d i  an e l  s u e r o  de queso D o m ia t i
( e g i p c i o )  en c u a n t o  a su c a p a c id a d  p a r a  s u s t e n t a r  e l  
c r e c i m i e n t o  de e s t a f i l o c o c o s .  KOENIG y MARTH (1 9 8 2 )
d e t e r m i n a r o n  que s e  e l i m i n a b a n  muy p o c a s  c é l u l a s  en e l  s u e r o ;  
READ y BRADSHAW ( 1 9 6 5 )  a n a l i z a r o n  l a  d i s t r i b u c i d n  en e l  s u e r o  
y en l a  c u a j a d a ; o b s e r v a r o n  que en e s t a  d l t i  ma s e  r e c u p e r a b a  
e l  92% de l o s  e s t a f  i 1 o c o c o s  a n a d i  d o s .  N u e s t r o s  d a t o s  i n d i c a n  
que l a s  p é r d i d a s  de e s t a f i l o c o c o s  en e l  s u e r o  r e p r e s e n t a n  en  
o c a s i o n e s  e l  5% ( S 6 - l % ) , m i e n t r a s  que en o t r o s  f u e r o n
s u p e r i  o r e s  a l  50% ( 3 6 1 ) .  En a q u e l l o s  q u eso s  donde se d e t e c t d  
l a  p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x i n a s ,  l a s  p é r d i d a s  en e l  s u e r o  no 
f u e r o n  muy e l e v a d a s .  La  e x p l i  c a c i  dn d e  e s t e  fenûm eno pu ed e  
o e b e r s e ,  como ya  se  i n d i c d  a n t e r i o r m e n t e ,  a l  he cho  de que l a  
c u a j a d a  no se  c o r t a r a  s ie m p r e  en e l  mi smo i n s t a n t e ,  p u d ie n d o  
en c i e r t o s  momentos s e r  i n c o m p l e t s  p o r  1o que l a s  c é l u l a s  
mi c r o b i  a n as  no h a b r f a n  quedado t o t a l  m ente  a t r a p a d a s  en l a s  
m i c e i a s  de c a s e i n a t o  c d l c i c o .
C . 6 .  D I FERENCIA S  DE RECUENTOS EN LAS PRIMERAS 24  h 
(SALAZGNADO)
V a r i  os a u t o r e s  ponen de m a n i f i e s t o  l a  i  m p o r ta n c i  a d e l  
s a la z o n a d o  de l o s  q u e s o s ,  i n d i c a n d o  que s e r f a  p r e f e r i b l e
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s u p r i m i r  d i c h a  p r o c t i c s .  Al s e r  l o s  e s t a f i 1ococo s  
mi c r o o r g a n i s m o s  h a l o t o l e r a n t e s  y po der  m u l t i p l i c a r s e  en  
c o n c e n t r a c i ones de C l Na d i s g e n é s ic a s  p a r a  o t r a s  b a c t e r i  as se  
d é s a r r o i  1a r f a n  con m ayo res  p o s i b i 1 1 dades de s u p e r v i v e n c i a  en 
quesos s a l a o o s .  F or  1 o t a n t o ,  e l  e f e c t o  de c o n t r o l  s o b r e  l o s  
e s t a f  i  1 o c o c o s  que e j e r c e  l a  f l o r a  l é c t i c a  an"adi da se ve  
s e r l a m e n t e  d i s m i n u i  do. AHMED e t  a l .  (1 9 8 3 a )  y MINOR y MARTH 
( 1 9 7 2 ) '  i n d i c a n  e l  e f e c t o  s i n e r g f s t i c o  e n t r e  e l  v a l o r  de pH y 
e l  C lN a ,  mani f e s t a n d o  que l a  s a l  p a r e c e  s e r  i n h i b i t o r i a  p a r a  
e l  c r e c i m i e n t o  de e s t a f i 1ococo s  en n i v e l e s  b a j o s  de pH.  
Cuando se acompana de un v a l o r  de pH ad ecu ad o  l a  s a l  p u ed e  
r e t a r a a r  e l  c r e c i m i e n t o  de S ^ a u r e u s ,  r e d u c i  endo su
s u p e r v i v e n c i a , aunque IBRAHIM (1 9 7 8 )  ha y a  s e n a la d o  que l a  
1n h i b i  C l dn s o b r e  lo s  e s t a f i 1ococo s  no es muy n o t a b l e  h a s t a  
que no se  a l c a n c a  l a  c o n c e n t r a c i  6n d e l  57.. IBRAHIM e t  a l .  
( 1 9 8 1 )  o e t e r m : n a r o n  que t r a s  s e i s  semanas e l  pH de l o s  quesos  
C heddar  s a la o o s  e r a  oe 6 . 2 ,  m i e n t r a s  que e l  de l o s  no s a la d o s  
e r a  ce  5 . 4 2 ,  i n-f i r  i enco que l a  p r e s e n c i  a de C lN a  f r e n a b a  e l  
d e s a r r o l l o  de l a  f l o r a  l a c t i c a  en e s t e  t i p o  de q u e s o s . 
P o s i b l e m e n t e  p o r  e s t a  c i r c u n s t a n c i a  d i v e r s e s  a u t o r e s  ha yan  
r e g i s t r a d o  menor c a n t i  dad de EEA en l o s  quesos no s a la d e s  que  
en l o s  s a la d o s  ( IBRAHIM e t  a l . ,  1981; KOENIG y MARTH, 1 9 8 2 ) .
Por  o t r o s  l a o o ,  h'.MAL ID y HARRI3AN (1 9 8 4 )  han senTalado que en 
queso s u d an és  no p a r e c e  p o s i b l e  l a  p r o d u c c ié n  de 
e n t e r c t o j :  1 nas po r  1 os e s t  a f  1 1 ococos , una vez se ha ad i c i  onaoo  
l a  s a l  V na comenzado e l  p r o c e s o  d e l à  c o a g u l a c i a n  oe 1 a 
i e c n e ,  i n c l u s o  en a q u e l l a s  c i r c u n s t a n c i a s  en l a s  que l a  f l o r a  
l o c t i c a  no se c é s a r r o i  1e .
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Los d a to s  de AHMED e t  a l .  ( 1 9 8 3 a )  i n d i c a n  que en e l  s u e r o  s i n  
s a l  l a  p é r d i d a  de v i a b i l i a d  de S^_aureus t r a s  6 h a 3 0 ' C es  
m a n i f i e s t a  y d r é s t i c a ,  p e r o  cuando hay s a l  d is m in u y e
1e n t a m e n t e .
KOENIG y MARTH ( 1 9 8 2 )  e s t u d i  a ro n  e l  e + e c t o  de l o s  io n e s  Cl y
Na'*" en queso C h e d d a r . Cuando se  an"adia a l a  c u a ja d a  una
m e r c i  a de  C lN a  y C lK  se  r e g i s t r a r o n  menor nûmero de
m i c r o o r g a n i  smos que cuando se a n a d i  6 s6 1 o  C lN a .  No o b s t a n t e  
l a  c a n t i d a d  de e n t e r o t o x  i  na A s e c r e t a d a  ( c u a n t i  f i c a d a  p o r  e l  
m etodo R IA )  p a r e c f a  no e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  s a l .  Los
n i v e l e s  de e n t e r o t o x i n a  h a l l a d o s  p o r  d i c h o s  a u t o r e s
( 0 . 0 5 - 0 . 5 2  n g /g  de queso) son semej a n t e s  a n u e s t r o s
r e s u l t a d o s .
La t e c n o l o g i a  d e l  queso manchego l l e v a  s ie m p r e  i m p l f c i t a  l a  
i n m e r s i d n  en una s o lu c id 'n  de s a l  muera a f i n  de e s t  i mul a r  una  
d e s e c a c i  dn s u p e r i o r  en l a  p e n f e r i a  d e l  q u e s o ,  y e l a b o r a r
p i e z a s  con c o r t e z a .  Se a c e l e r a  a s i  e l  p r o c e s o  de
o e s h i  d r a t a c i d n , no s d l o  p o r  e l  e f e c t o  de d i e l i s i s  s i  no 
t a m b ié n  p o r  l a  c o n t r a c c i d h  de 1 as  p r o t e f n a s  d e r i v a d a  oe l a  
d i s m i n u c i d n  de su g r a d o  de h i  d r a t a c i d n . D u r a n t e  e s t a  f a s e  se  
m o d i f i e s  e l  r e p a r t o  de 1 as s u s t a n c i a s  m i n é r a l e s ,  ab andonando  
e l  Ca l a  p a s t a ,  mi e n t r a s  que e l  s o d io  oe l a  s a l  muera y e l  
p o t a s i o  oe l a  p a s t a  t i e n d e n  a a c u m u la r s e  en e l  c o ra z d n  d e l  
queso (VEISSEYRE, 1 9 8 0 ) .
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N u e s t r o  O D j e t i v o  ha s i  do a t e n e r n o s  a l a  t e c n o l o g i a  i n d u s t r i a l  
d e l  queso manchego en l a  m ed id a  de 1o p c s i b l e ,  po r  1o que  
d e c id im o s  m a n te n e r  l a  p r é c t i c a  d e l  s a l a z o n a d o .  No o b s t a n t e ,  a 
• f in  de e v a l u a r  l o s  e f e c t o s  de l a  r e l a c i d n  vo lum en : 
s u p e r f i c i e ,  a s f  como d e l  g ra d o  de p e n e t r a b i 1 i d a d  de l a  s a l ,  
p ia n t e a m o s  e l  p r e p a r a r  quesos oe dos ta m an os d i f e r e n t e s  p a r a  
cada  ce p a  y c o n c e n t r a c i d n  de c u l t i v o  i n i  c i a d o r .  En e l  queso  
manchego d u r a n t e  e l  p e r  i odo que se m a n t ie n e  en s a lm u e r a  l a  
s a l  p é n é t r a  unos 2 cm h a c i a  e l  i n t e r i o r ,  (L IZARRALDE,  
comuni c a c i  dh p e r s o n a l ) ,  e s t a b l e c i é n d o s e  en l o s  d f a s  s u c e s iv o s  
un g r a d i  e n t e  h a s t a  que se i g u a l a n  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s .  E s t e  
s u p u e s to  no quedo c o n f i r m a d o ,  ya que p o r  e l  t r a t a m i e n t o  
e s t a d f s t i c o , l a  m ed ia  de l o s  l o g a r i t m o s  de l o s  quesos g r a n d e s  
y pequ eno s  no f u e  e s t a d f  s t  i c a m e n te  d i  f e r e n t e .  P ro c e d im o s  a 
e s t a b l e c e r  s i  l a  r q l a c i d n  e n t r e  f l o r a  l o C t i c a  y f l o r a  
e s t a f  1 1 o c d c i  ca e n t r e  l o s  dos tamaTios de qu eso s  a c q u i  r  i a 
d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v e s ,  con e l  én imo de d e t e r m i n a r  s i  
p o d r i a  s e r  a f e c t a d a  p o r  l a  s a l i n i d a d  s u p e r i o r  y una t e n s i o n  
de 0. , .  E l  t r a t a m i e n t o  e s t a d i  s t i  co n e g d  e s t e  s u p u e s t o ,  
r e s u l t a n d o  de nu evo en una d i f  e r e n c i  a no s i g n i f i c a t i v a .  
P r o b a b le m e n te  l a  d i f e r e n c i a  de tam an o  e n t r e  uno y o t r o  queso  
no f u e r a  s u f i c i  e n t e  como p a r a  d e m o s t r a r  un e f e c t o  n o t a b l e .  
Las c a r a c t e r f s t i c a s  a p ro x im a d a s  de l o s  quesos p r e p a r a d o s  en 
uno y o t r o s  mol de se  exponen a c o n t  i n u a c i d h .
PEDUENQ GRANDE
PESO
SUPERFIC IE
VOLUMEN
BÛ0X25 g 1 2 5 0 1 1 0 0  g 
5 9 2 . 5  cm^ 9 5 4 . 4  cm ^  
cm cm ^
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V a r i o s  a u t o r e s  ponen de mani f  i e s t o  1 as  d i  f e r e n c i a s  de
e s t a f i 1o c o co s  e n t r e  e l  i n t e r i o r  y e l  e x t e r i o r  de  l o s  q u e s o s .
A s f ,  TUCKEY e t  a l . ( 1 9 6 4 )  e x p u s i e r o n  que en e l  i n t e r i o r  de
l o s  quesos L im P u r g e r  h a b f a  menos § i . a u r e u 5  aunque l a  s a l  
t u v i  e r a  menor a c c e s o ,  y se  e n c o n t r a r a n  en l a  s u p e r i f i c i e
p r é s e n t e s  B r e v i  b a c t e r i u m  iLDSDS Y h o n g o s ,  que s e r ( a n
i n h i b i t o r i o s  p a r a  l o s  e s t a f  i 1 o c o s .  TODD e t  a l .  ( 1 9 8 1 )
s u g i e r e n  que en e l  c e n t r o  d e l  queso se  m a n t ie n e  l a
t e m p e r a t u r a  de 2 5 - 3 0 *  C d u r a n t e  mayor t i e m p o ,  p u e s t o  que l a s  
p é r d i d â s  c a l d r i c a s  son i n f e r i o r e s ;  p o r  1 o t a n t o , e l  
d é s a r r o i  1o Ce l a  f l o r a  l é c t i c a  se  p r o l o n g a r i a  més que en l a  
p e r i  f e n  a , i n h i b i e n o o  e l  d é s a r r o i  1o de l o s  e s t a f i 1o c o c o s .  
Segifn e s t a  h i p é t e s i  s , l o s  qu eso s  p equ eno s  m o s t r a r i  an un 
r e c u e n t o  s u p e r i o r  de  e s t a f i l o c o c o s .  N u e s t r o s  d a t o s  no 
c o n f i r m a n  e s t a  t e o r f a ,  ya  q u e , como hemos se rT a lad o ,  l o s  
r e c u e n t o s  en ambos camanos son muy s i  mi 1 a r e s .
BARBER y DEIBEL ( 1 9 7 2 )  p u s i e r o n  de mani f  i  e s t o  que se p r o d u c f a  
m ayor c r e c i m i e n t o  y s f n t e s i  s de e n t e r o t o x i n a  en 1 a p e n  f e r i a  
de l o s  e m b u t i d o s , donde l a  t e n s i é n  de o x f g e n o  e r a  s u p e r i o r ,  
que en e l  i n t e r i o r .  KUSCHFELDT (198Ù ) r e a l i z d  un e s t u d i o  
s o b r e  l a  i n f 1u e n c i a  d e l  tam an o  de e m b u t id o s  t i p o  s a l c h i c n a  
i n c u l p a d a s  en c a s o s  de i n t o x i c a c i d n , c o n c lu y e n d o  que l a s  
s a l c h i c h a s  g r u e s a s ,  en 1 a s  que e l  pH e r a  de 5 . 5 ,  h a b ia n  s i  do 
1 n c r 1m i n a d a s  en m a y o r  numéro de o c a s io n e s  que l a s  f i n a s  (con  
PH 5 . 3 , .
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C.7. PERIODO DE MADURACION
0 . 7 . 1 .  EVOLUCION DE LOS ESTAFILOCOCOS
MONTANARO e t  a l . ( 1 9 7 8 )  e s t u d i a r o n  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s
e s t a f 1 1o coc os  en e l  queso m o z z a r e l l a  p u d ie n d o  c o m p u te r  m«s de
10® c é l u l a s  de S^^aureus t r a s  48  h de su i  n c o r p o r a c i  dn a l a
l e c h e .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  no c o n c u e rd a n  con l o s  e n u n c i  ados  
po r  d ic h o s  a u t o r e s ,  ya  que en n i  noun momento se  a l canzd" l a  
C l  f r a  e x p r e s a d a , y no se  o b t u v i e r o n  l o s  v a l o r e s  méximos en 
t a n  c o r t o  p é r i o d e  de t i e m p o .  T a l  y como se e x p r e s a  en l a  
t a b l a  RÜS, e l  r e c u e n t o  méximo se o b tu v o  en e s p a c io s  de t i e m p o  
d i f e r e n t e s , s ie n d o  l a  m ed ia  de 21 d i a s ,  o s c i l a n d o  l o s  v a l o r e s  
méximos o b t e n i d o s  e n t r e  10® y 10^ . E s t e  r e t r a s o  con  
r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  i n d i c a d o s  por  MONTANARO e t  a l .  
p u d ie r a n  a t r i b u i r s e  a l a  d i s m i n u c i d n  d e l  r i t m o  de c r e c i m i e n t o  
(TROLLER, 1 9 76 )  que s u f  r e n  l o s  mi c r o o r g a n i  smos a l  s e r  
1ncub ado s en c o n d i c i  o nes de pH b a j o  y a t e m p e r a t u r a s  de 1 0 - 1 5 '  
C.
F IT Z  y OWENS ( 1 9 7 8 )  i n d i c a r o n  que despu és  de 10 semanas de  
m a d u ra c id n  no se  r e c o b r a r o n  e s t a f i 1ococo s  en queso C h e d d a r , 
SI b i e n  KOENIG y MARTH (1 9 8 2 )  d e t e r m i  n a ro n  que t r a s  ocho  
semanas de a l  mace n a m ie n t o  a 10* y a 4 *  C , l a  f l o r a
e s t a f 1 1o c d c i c a  h a b f a  d e c a id o  s d l o  0 . 5  c i c 1 os 1o g a r f t m i c o s  con  
r e s p e c t o  a l a  c a n t i d a d  i n i  c i  a l . AHMED e t  a l .  (1 9 8 3 b )  
o o s e r v a r o n  que en queso D o ira a t i  se d e t e c t  aban e s t a f  1 1 ococo s
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con c a p a c id a d  v i t a l  h a s t a  l a  c u a r t a  s e m an a , aunque l a  
t e m p e r a t u r a  de a 1 mace n ami e n t o  f u e  a 3 0 “ C. N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  
1 n d i  can que e n t r e  l o s  d f a s  35  y 42  se p r o d u c e  una d i s m i n u c id n  
d r é s t i ca  d e l  ndmero de e s t a f 1 1o c o c o s , h a d ie n d o  d e s a p a r e c id o  
de g r a n  p a r t e  de 1 os q u eso s  en e l  d f a  58 ( 6 1 t im o  e s t u d i a d o ) .
En 1 os t r e s  qu eso s  que en e s t a  f e c h a  t o d a v l a  f u e  p o s i  b l e
d e t e c t a r  e s t a f i 1 o coco s  ( 1 0 0 - 0 . 1 % ,  100-1%  y 4 7 2 - 0 . 1 % )  se
e v i  d e n c i d  l a  p r e s e n c i a  de  e n t e r o t o x i n a ;  p e r o  en o t r o s  no se
e v i  d e n c i  a r o n  e s t a f i 1o c o c o s  p e r o  s f  e n t e r o t o x i n a .  E s t a s  
d i s c r e p a n c i a s  e n t r e  l o s  r e s u l t a d o s  p u d ie r a n  o b e d e c e r  a l a s  
d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s  de a lm a c e n a m ie n t o , s i e n d o  m«s a c t i v o
e l  m e t a b o l i  smo a t e m p e r a t u r a  de 15®C, que a 4 é  a 1 0 *C ,  p o r
1o que b i e n  l a  1 i  b e r a c i  dn a l  m edio  de f a c t o r e s  l i m i t a n t e s  o
b i e n  e l  consumo de c i e r t a s  s u s t a n c i a s  i m p r e s c i n d i b l e s  p a r a  e l  
d e s a r r o l l o  de l o s  e s t a f i 1ococo s  se  p r o d u c i r i a  de fo rm a  més 
p r e c o c .
C . 7 . 2 .  EVOLUCION DEL pH
GAVA e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  i n o c u l a r o n  ccn  m ic r o o r g a n i  smos c o l i f o r m e s , 
e n t e r o b a c t e r i a c e a s  y e s t r e p t o c o c o s  f e c a l e s  l e c h e  p a r a  l a  
e l a b o r a c i d n  de qu eso s  de t i  po m anchego, r e g i  s t r a n d o  e l  v a l o r  
mfnim o de pH e l  d f a  2 ,  a p a r t i r  d e l  c u a l  f u e  subi  en do .  
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  no c o n c u e r d a n  con l o s  o b t e n i d o s  p o r  
d i c h c s  a u t o r e s ,  p e r o  é s t o  es  e x p l i c a b l e  en ba se  a que e s t o s  
m ic r o o r g a n is m o s  m u e s t ra n  un m e t a b o l i  smo c a r a c t e r i z a d o  p o r '  l a  
l i b e r a c i d n  de i ones con a c t i v i d a d  b a s i f i c a n t e .
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L I  ZARRALDE ( c o m u n i  c a c i  d n  p e r s o n a l  ) s e r i a l  a q u e  e n  1 o s  q u e s o s  
t i p o  m a n c h e g o  - f a b r i c a d o s  d e  - fo r m a  i n d u s t r i a l  e l  pH i n i c i a l
e x p é r i m e n t a  u n  d e s c e n s o ,  p u d i e n d o  a l c a n z a r  e l  v a l o r  d e  5 . 0 .
A l  - f i n a l  d e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i d f . ,  t r  a n s c u r r  i  d o s  d o s  m e s e s , 
n o  o b s t a n t e  s e  d e b e  r e g i s t r a r  u n  v a l o r  d e  5 . 1 - 5 . 3 .  S e g u n  
e s t a s  d a t o s ,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  c o n c u e r d a n  e n  s u  m a y o r T a  c o n  
1 o s  e x p r e s a d o s ,  s i  b i e n  e n  a l g u n o s  c a s o s ,  e l  v a l o r  d e  pH
d i s m i n u y d  p o r  d e b a j o  d e  5 . 0 .  En c u a t r o  q u e s o s  ( 1 0 0 - 1 7 . ,
S ô - 0 .  17., S 6 - l %  y  1 3 7 - 1 7 . )  e l  pH  r e g i s t r a d o  e l  u l t i m o  d l "a  d e  
m a d u r a c i d h  ( d i a  5 8 )  f u e  s u p e r i o r  a 5 . 5 .  E s t e  a l z a  p o d r i ' a
o b e d e c e r  a :  1 )  m u e r t e  c e l u l a r ,  c o n  l i b e r a c i d h  d e  s u s t a n c i a s
a m i n a d a s ;  2 )  f  a c t o r e s  t e c n o l d g i c o s , y a  q u e  1 o s  q u e s o s  h a b f a n  
s i  d o  s o m e t i d o s  a  m u l t i p l e s  t o m a s  d e  m u e s t r a , y  s u  t a m a n o  
h a b i a  q u e d a d o  m u y  r e d u c i d o  p o r  e l  p r o c e s o  d e  e x t r a c c i d n  y  
a n a l  I S I S  d e  e n t e r o t o x  i  n a s  : e s t a  a l t e r a c i t f n  e n  l a s  c o n d i  c i  o n e s  
- f T s i c a s  p o d r i a  d e t e r m i  n a r  u n  a c o m b i  n a c i  cfn d e  1 o s
h i d r o g e n i o n e s  c o n  c i e r t a s  s u s t a n c i a s , p o r  1 o  q u e  e l  v a l o r  
f i n a l  d e  pH s é r i a  s u p e r i o r .
C . 7 . 3 .  S I N T E S I S  DE ENTE R O TO X IN A S
D o s  h e c h o s  11 am an l a  a t e n c i d n  e n  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s .  R o r  u n a  
p a r t e ,  l a  p r o d u c c i t f n  d e  e n t e r o t o x i n a s  a t e m p e r a t u r e s  d e  
m a o u r a c i 6 n  ( 1 5 *  C ) ;  p o r  o t r e  l a  f a l  t a  d e  s i n t e s i s  d e  
e n t e r o t o x  m a  B p o r  l a  c e p a  Sfc. a u n  h a b i e n d o  s e c r e t a d o  
c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a o a s  d e  e n t e r o t o x i n a  A .
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En c u a n t o  a l a  p r i m , e r a  c u e s t i t f n ,  I B R A H IM  y  BALDOCK ( 1 9 8 1 )  
i n c l i c a r o n  q u e  n o  h a y  c o r r e l  a c i o n  a l g u n a  e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o  
y  l a  p r o d u c e ! d n  d e  e n t e r o t o x i n a .  Se  d e d u c e  u n a  o b s e r v a c i d n  
s i m i l a r  a  l a  v i s t a  d e  1 a s  f i g u r a s  RDI a 1 3 ,  y a  q u e  u n  m a y o r  
c r e c i m i e n t o  n o  t r a j o  c o n s i g o  u n a  c o n c e n t r a c i  ( jh  s u p e r i o r  d e  
e n t e r o t o x  i  n a , n i  s i  q u i  e r a  a l  c o n s i  d e r a r  l a  m i s m a  c e p a  y  l a  
mi sma c o n c e n t r a c i  (5n d e  c u l t i v o  i n i c i a d o r .  S i  b i e n  1 a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  d e  e n t e r o t o x  i  n a  d e t e c t a d a  e x p e r i m e n t a r o n  
v a r  i  a c i  o n e s  e n  e l  t r a n s c u r  s o  d e  l a  m a d u r a c i  cfh , n u n c a  d e j a r o n  
d e  o b s e r v e r s e  e s t a s  p r o t e f n a s  s i  y a  s e  h a b f a n  d e t e c t a d o  
a n t e n  o r m e n t e ,  i n d i c a n d o  q u e  n o  s e  d e s t r u y e n  a 1 o  l a r g o  d e l  
p e r i o d o  d e  a - f i n a d o .  L a s  c s c i  1 a c i  o n e s  e n  l a  c o n c e n t r a c i  ^ n  y a  
s e  d i s c u t i d  e n  e l  a p a r t a d o  C . 4 .  d e  e s t e  m is m o  c a p f t u l o .  S e g u n  
READ y  BRADSHAW ( 1 9 6 5 )  l a  c a n t i  d a d  d e  e n t e r o t o x i n a  p e r m a n e c e  
e s t a b l e  d u r a n t e  e l  p e r i o d o  d e  m a d u r a c i d n .
N u e s t r  a o b s e r v a c i c f n  a c e r c a  d e  l a  f  a l  t a  d e  s f n t e s i  s  d e  EEB 
c o i n c i d e  c o n  1 a s  d e  v a n  o s  a u t o r e s .  BENNETT y  AMDS ( 1 9 8 3 )
1 n o c u l a r o n  q u e s o  y a  f a b r i c a d o  c o n  d o s  c e p a s
e n t e r o t o x i g ^ n i c a s , u n a  d e  e l  1 a s  d e  e n t e r o t o x i n a s  A ,  B y  E y  
l a  o t r a  d e  C y  D. P u d i  e r o n  d e t e c t a r  t o d a s  l a s  e n t e r o t o x  m a s  
e x c e p t o  l a  B .  E l  a l  m a c e n a m i  e n t o  f  u e  a 2 6 ^ C  y  s e  p u d o  
c o n s t a t e r  l a  p r  e s e n c i  a d e  e n t e r o t o x  m a  y a  e n  e l  o T a  c u a r t o ,  
c o n  C l  f  r  a s  d e  r e c u e n t o  d e  3 x I C ^  . C i b s e r v a r o n  q u e  ex  i  s t f a n  
v a n  a c i o n e s  d e  p r o d u c c i 6 n  e n  d i f e r e n t e s  q u e s o s , c o i n c i d i e n d o  
c o n  1 o m e n c i  o n a d o  an  t e n  o r m e n t e .  H E lD E LB A L iE R  ( 1 9 7 3 )  i n d i c t f  
q u e  l a  EEB n o  s e  p r o d u c  f a  a v a l o r e s  d e  pH i n - f e n  o r e s  o
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i g u a l e s  a 5 . 5 .  F o r  l o  g e n e r a l  p a r e c e  s e r  q u e  l a s  c o n d i c i o n e s  
d e  s f n t e s l s  d e  EEB s o n  m a s  l i m i t a n t e s  q u e  p a r a  l a  E E B ,  l o  q u e  
p o d r f a  e x p l i c a r  e n  p a r t e  q u e  n o  s e  h u b i e r a  d e t e c t a d o  e s t a  
e n t e r o t o x  i n a  e n  e l  q u e s o .
Se  h a  s e n a l a d o  <SUAREZ y  OVEJERO, 1 9 7 6 )  q u e  1 o s  m e c a n i  s m o s  d e  
s f n t e s i s  d e  EEB y  EEA s o n  d i  f e r e n t e s .  A s f ,  m i e n t r a s  l a s  
■ fo rm as  L  d e  l a s  c e p a s  p r o d u c t o r a s  d e  EEA s i n t e t i z a n  t o x i n a ,  
n o  l o  h a c e n  l a s  d e  E E B . L a  c o n c l u s i d n  d e  e s t e  h e c h o  e s  q u e  l a  
EEB e s t a  r e l a c i o n a d a  c o n  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  ( p o s i b l e m e n t e  
c o n  l a  p a r e d )  a d i  f e r e n c i  a d e  l a  E E A .  L a  e n t e r o t o x i n a  A e s  u n  
m e t a b o i i  t o  p r i m a r i o ,  s e c r e t a d o  e n  l a  f a s e  e x p o n e n c i  a l , 
mi e n t r a s  q u e  l a  B l o  e s  s e c u n d a r i o ,  s e c r e t a d o  e n  l a  f a s e
e s t a c i  o n a r i  a .  L a  EEB e s  m u y  s e n s i b l e  a 1 o s  a o i  t i  v o s ,
c o n d i  m e n t o s  y  s u s t a n c i a s  c o n s e r v a n t e s  (F R IE D M A N , 1 9 6 8 ) .  A s f  
m i s m o ,  NOTERMANS y  HEUVELMAN ( 1 9 8 3 )  i  n d i  c a r o n  q u e  l a  EEA s e  
p r o d u c f a  s i e m p r e  q u e  h a y  c r e c i m i e n t o ,  m i  e n t r a s  q u e  l a  EEB e s  
a f e c t a d a  p o r  l a  a c t i v i d a d  d e  a g u a .
S U BIYAM A e t  a l ,  ( 1 9 6 0 )  c o m o  MARKUS y  S ILV E R M A N  ( 1 9 7 0 )  i n d i c a n  
q u e  h a y  p o c o s  c a s o s  d e  i n t o x i c a c i d n  p o r  E E B .  M A G R IN I  e t  a l .  
( 1 9 8 3 )  e s t u d i a r o n  e l  e f e c t o  o e  l a  a c t i v i d a d  d e  a g u a  d e  1 o s  
q u e s o s  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1 o  d e  S ^ _ a u r e u s  y  l a  p r o d u c c i u n  d e  
e n t e r o t o x i n a , a j u s t a n d o  d i c h o  p a r a m e t r o  a 0 . 9 9 3 ,  0 . 9 7  y  0 . 9 5
c o n  c l o r u r o  s f i d i c o ^  p e r o  c u a n d o  s e  u t i l i z d '  s a l m u e r a  d i  s m i  n u y d "
l a  c a n t i d a d  d e  e n t e r o t o x i  n a  a l a  m i t a d .
L l e v a m o s  a c a o o  e l  p r i m e r  a n ^ l i s i s  p a r a  l a  d e t e c c i  d n  d e
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e n t e r o L o x  i n a  e s t a f i 1 o c r f c i c a  e n  e l  d i a  2 4  d e  m a d u r a c i d n . En
e s t a  - f e c h a ,  y  a u n  q u e  e n  c a n t i  d a d e s  v a r i a b l e s  s e  d e t e c t d
e n t e r o t o x  i n a  p r é s e n t e  e n  6  d e  1 o s  q u e s o s  ( 1 0 0 - 0 . 1 % ,  10 0 - 1 % ,
5 6 - 0 .  1%, 5 6 - 1 7 . ,  4 7 2 - 0 . 1 7 .  y  P) , e x a c t a m e n t e  1 o s  mi s m o s  q u e  a l
f i n a l i z a r  l a  m a d u r a c i  d n . D a d o  q u e  n u e s t r o  i n t e r d s  i n i c i a l  
h a b f a  s i d o  d e t e r m i n e r  qu id '  q u e s o s  e r a n  p o t e n c i  a l  m e n t e  t c f x i c o s  
u n a  v e z  l i s t o s  p a r a  s u  c o n s u m o ,  n o  c o n s i  d e r a m o s  n e c e s a r i  o  
r e a l i  z a r  d e t e c c i  o n e s  a n t e r i  o r e s  a l a  f e c h a  i n d i c a d a ,  p o r  l o  
q u e  c a r e c e m o s  d e  d a t o s  p a r a  c o m p a r e r  c o n  1 o s  d e  o t r o s  
a u t o r e s .  A l  f i n a l  d e l  p r o c e s o  d e  c h e d d a r i n g ,  IB R A H IM  e t  a l .  
( 1 9 8 1 )  n o  d e t e c t a r o n  EEA p r é s e n t e  e n  l a  p a s t a ,  p e r o  s f  q u e  
p u d i  e r o n  r é g i  s t r a r l a  y a  t r a s  e l  p r e n s a d o ,  e n c o n t r a n d o  
r e l â c i d n  e n t r e  1 o s  v a l o r e s  d e  r e c u e n t o  y  l a  c a n t i d a d  d e  
e n t e r o t o x  i n a  s e c r e t a d a  ( l a  m a d u r a c i  On f  u e  a 1 1 * 0 .  MONTANARO 
e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  e s t u d i  a r o n  l a  p r o d u c c i ( 5 n  d e  e n t e r o t o x  i n a
m e d i  a n t e  e l  md’t o d o  d e l  m i c r o p o r t a  e n  q u e s o  m o z z a r e l l a  
1 n o c u l  a d o  c o n  1 0 ^  , 10  ^  y 1 0 ^  S ^ ^ a u r e u s  / g  d e  q u e s o  y
s o m e t i e n d o  e l  q u e s o  a 18  d  2 0  * C  d u r a n t e  e l  p e r i o d o  d e  
m a d u r a c i d n .  D e t e c t a r o n  l a  p r e s e n c i  a d e  EEA e n  c a n t i  d a d e s  q u e  
o s c i l â b a n  e n t r e  0 . 0 1  y  0 . 1  f t g / g  d e  q u e s o  c u a n d o  l a s  c i f r a s  d e  
r e c u e n t o  a l c a n z a r o n  2 8  x 10  ^  U F C / g ,  t r a s  4 8  h d e  l a  
i n o c u l a c i  d n .  L a  p r o d u c c i  d n  d e  EEB f u e  m u c h o  mtfs p r e c o z , y a
q u e  p u d i e r o n  r e g i s t r a r  d i c h a  e n t e r o t o x i n a  a  1 a s  2 4  h c o n  u n o s  
n i v e l e s  d e  r e c u e n t o  d e  9 x 1 0 ^  S ^ a u r g u s  / ' g .  A f i r m a r o n  a s f  
mi s m o , q u e  10 ^  c é l u l a s  d e  S ^ a u r e u s  e r a n  i n s u f i c i  e n t e s  p a r a  
p r o d u c i r  e n t e r o t o x  m a  e n  c a n t i  d a d e s  d é t e c t a b l e s  e n  24  h a 18"=
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SCHOUWENBURG e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  i n d u j e r o n  u n  f a l l o  d e l  " s t a r t e r "
o b s e r v a n d o  q u e  t r a s  2 4  h d e  t n a d u r a c i d n  d e l  q u e s o  G o u d a  e l
n u m é r o  d e  e s t a - f  i  1 o c o c o s  p r é s e n t e  e r a  d e  4 .  1 x l O ^  , n i v e l  q u e  
h a b i a  s i d o  s u f  i c i  e n t e  p a r a  s e c r e t a r  0 . 2  -  0 . 3  p g  E E B / g  y  0 . 1 4  
p g  T N A s a / g . En o t r a  c e p a ,  t r a s  e l  m i s m o  p e r i o d o  d e  t i e m p o ,  s e
r e g i  s t r a r o n  2 . 9  x 1 0 ^ .  c é l u l a s  d e  S ^ a u r e u s  / g  s i e n d o  l a s
c a n t i d a d e s  d e  EEC y  d e  T N A s a  p o r  g r a m o  d e  0 . 0 5  -  0 . 2  p g  y 
0 . 0 5  p g ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  S u g i e r e n  q u e  l a  a c t i v i d a d  T N A s a  
d e b e  s e r  u n  d a t o  c u a l i t a t i v o ,  y a  q u e  s e  s o s p e c h a  q u e  l a  
p r o d u c c i 6 n  d e  e s t e  e n r i m a  s e a  d i  f e r e n t e  e n  1 a s  d i s t i n t a s
c e p a s .  N IS K A N E N  y  NURMI ( 1 9 7 6 )  a n a l i z a n d o  e l  e f e c t o  d e l
c u l t i v o  i n i c i a d o r  e n  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  e n t e r o t o x  i  n a s  y  d e
D N A sa  t e r m o e s t a b l e  e n  e m b u t i d o s  d e m o s t r a r o n  q u e  e n  a u s e n c i a  
d e l  c u l t i v o  l o c t i c o  s e  p o d f a n  d e t e c t a r  c a n t i  d a d e s  m e n s u r a b l e s
d e  e n t e r o t o x  i  n a  A t r a s  t r è s  d f a s , c o n  u n  r e c u e n t o  d e  l û ^
c é l u l a s / g . No p u d i e r o n  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  B a u n q u e  e l
r, L imer o  t o t a l  d e  e s t a f  i  1 o c o c o s  r e b a s o  1 0 ®  c e l u l a s / g .  L a  
p r e s e n c i a  d e  e n t e r o t o x i n a  C l  s e  e v i  d e n c i 6  c u a n d o  e l  r e c u e n t o  
d e  S t  a g h y l Q ç g ç ç u s  f  u e  d e  8  x 1 0 "^  c f e l u l a s / g ,  d e s a p a r e c i  e n d o  
t r a s  s i e t e  d f a s .  E l  c u l t i v o  i n i c i a d o r  i m p i d i d  l a  p r e s e n c i  a d e  
EEA e n  t o d o s  1 o s  c a s o s  i n v e s t i g a d o s , p e r o  n o  d e  C l .  Se
o o s e r v o "  l a  p r e s e n c i a  d e  T N A s a  e n  t o d o s  1 o s  c a s o s  e n  1 o s  q u e
s e  h a b f a n  a n a d i d o  e s t a f i 1 o c o c o s  p r o d u c t o r e s  d e  e n t e r o t o x i n a , 
p e r o  n o  s e  d e m o s t r d  u n a  c o r r e l a c i 6 n  e n t r e  l a  a c t i v i d a d  
t e r m o n u c l e a s a  y  e l  r e c u e n t o .
E l  n d m e r o  m i n i m o  d e  e s t a f i 1 o c o c o s  q u e  h e m o s  r e g i s t r a o c  q u e  
e r a  c a p a z  d e  s i n t e t i z a r  e n t e r o t o x  m a s  e n  c a n t i  d a d e s
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m e n s u r a b l  e s  h a  s i  d o  d e  3 . 1  1 0 ® ”  (P )  , s i  b i e n  é s t o  h a  s i d o
un  h e c h o  e x c e p c i o n a l , p u e s t o  q u e  1 o s  v a l o r e s  h a n  o s c i l a d o  
g e n e r a l  m e n t e  e n t r e  8 . 5  v: lO '® ”  y  1 >: 1 0 ^ .  E s t o s  d a t o s  s o n
i n - f e r i o r e s  a 1 o s  s e n a l  a d o s  y  p u d i e r a n  o b e d e c e r  a l a
s e n s i b l 1 1o a d  o e  l a  t é c n i c a  d e  d e t e c c i d n  y  a q u e  l a  m u e s t r a  s e  
c o n c e n t r é '  a p r o x  i  m a d a m e n t e  10  v e c e s .
C A P I T U L Ü  I I I :
M A V D N E S A
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A. INTRODUCCIDN
A . I .  MAYÛNESA
A . 2 .  BRGTES EM LOS QUE HAN S ID O  IN CULPADO S A L IM E N T O S  CON 
MAYÛNESA
A . 3 .  ORIG EN DE LA  C Q N TA M IN A C IO N
A . 4 .  FACTORES QUE CÛNTROLAN E L  C R E C IM IE N T O
A . I .  MAYONESA
E l  C o d iQ O  A l 1 m e n t a r i o  E s p a n o l  d e f i n e  l a s  " s a l s a s "  c o m o  " l a  
c o m p o s i c i o n  o  m e z c l a  d e  v a r i a s  s u s t a n c i a s  c o m e s t i b l e s  y  q u e  
s o m e t I d a s  a l  t r a t a m i e n t o  c u l i n a r i o  c o n v e n i e n t e  s e  u t i l i r a  
p a r a  a c o m p a n a r  a l a  cornu o a  o  a l o s  p r e p a r a d o s  a l l  m e n t i c i o s . 
En c o n c r e t o ,  l a  s a l s a  m a y o n e s a  e s  l a  e m u l s i d n  e s p e s a  f o r m a d a  
b o s i c a m e n t e  p o r  a c e i t e s  v e ç e t a l e s  a l i m e n t i c i o s , h u e v o s  o 
y e m a s  c e  n u e v o  y  v i n a g r e  o  c u m o  d e  l i m o n .  P o d ra T  c o n t e n e r  
a g u a , s a l ,  a c u c a r  o  g l u c o s a ,  f d c u l a s  a l i m e n t i c i a s , d c i d o s  
c f t r i c o ,  t a r t é r i c o  o  l a f c t i c o  y e s p e c i  a s , c o n  e x c e p c i  o h  o e  
a c a f r a n .  E l  p r o d u c t o  t e r m i n a d o  y  d i s p u e s t o  p a r a  e l  c o n s u m o , 
y a  s e a  e n v a s a d o  o e l a b c r a o o  en  l e s  r e s t a u r a n t e s , n o  t e n d r a  
m e n o s  d e l  p o r  1 0 0  d e  e x t r a c t o  e t = r e o .  D e b e r ®  d e c l a r a r s e  l a  
p r  e s e n c i  a o e  f  f e u l a s  c u a n d o  s o b r e p a s e  e l  0 . 5
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L a s  c a r a c t e r i  S t  1 c a s  11 s i  c o - q u i  mi c a s  s e r c f r , ;
E x t r a c r o  e t é r e o  ( c a n  d ' t e r  e t f l i c o ) :  6 5  p o r  lOÜ
(T i fn i  mo.
A c i  d e c  : 0 . 2  p o r  1C>0 m i n i  mo e n  d ' c i d o  a c é t i c o .  
p H ;  i n f e r i o r  a 4 . 2
C o n t e n i d o  e n  h u e v o :  5 p o r  1 0 0  m f n i  mo e x p r e s a d o  en
y e m a  d e  h u e v o  t é c n i c a  ( c o n t e n i d o  m f n i m o  e n  m a t e r i a  s e c a  
r e f e r i d o  a ye m a  n o  p r e s e r v a d a ,  d e  4 2  p o r  l O O ) "
A .  2 .  BROTES EN LOS QUE HAN S ID O  IN CULPADOS A L IM E N TO S  CON
MAYONESA
E l  C e n t r e  f o r  D i s e a s e  C o n t r o l  (M O R ITA y  WOODBURN, 1 9 8 3 )  
i n f o r m a  q u e  e n  e l  p e r i o d o  t r a n s c u r r i  d o  d e  I9 fc 9  a 1 9 7 9  l a s  
e n s a l a o a s  d e  p o l i o  f u e r o n  r e s p o n s a b l e s  o e  16  b r o t e s  ( 1 . 9 3 5  
c a s o s ) ,  1 a s  d e  h u e v o  d e  S b r o t e s  ( 5 4 3  c a s o s ; , l a s  d e  p a t a t a  y
m a c a r r o n e s  d e  2 7  b r o t e s  ( 1 . 8 8 7  c a s o s ) y  l a s  s a l s a s  o e  m e s a ,
d e  d o s  b r o t e s  (1 1  c a s o s ) .  M ET2EL  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  d e n u n c i a r o n  
q u e , t r a s  c o r n e r  u n a  e n s a l a d a  d e  h u e v o ,  4 0  p e r s o n a s  e n  1 a
â l d e a s  d i f e r e n t e s  y  p u e o l o s  d e  u n  d i s t r i t o  m o s t r a r o n  l o s
s i ' n t o m a s  t f p i c o s  d e  i  n t o x  i  c a c i  o n  e s t a f  1 1 o c é c i  c a ,  a i s i = T i c o s e
e s t a f 1 1 o c o c o s  c o a g u l a s a  p o s i t i v e s  p r o d u c t o r e s  d e  e n t e r o t o x i n a  
A o e  l a s  m a t e r 1 a s  p r i m a s  c e  l a  e n s a l a d a  d e  n u e v o  y d e  l a
p r o p i a  e n s a l a d a . d e  l o s  p a c i e n t e s  y  d e  u n o  c e  l o s  e m c l e a d o s
d e  l a  C D c i  n a .
E l  B o l e t f n  Ep i  d e m i o l 5 g i c o  S e m a n a l  c e  l a  D i r e c c i d h  G e n e r a l  c e
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S a l  Lid P é b l i c a  d e l  M i n i s t e r i o  d e  S a m  d a d  y  C o n s u m o  r e c o g e  e n  
s u s  u l t i m a s  e d i  c i o n e s  ( 1 9 6 0 ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 4 )  u n a
s e n  e  d e  b r o t e s  q u e  h a n  t e n i d o  l u g a r  e n  n u e s t r a  g e o g r a f i a :  
a s i , e n  1 9 8 0  s e  d e n u n c i é  u n  b r o t e  m a s i v o ,  q u e  a f e c t c T  a 1 03  
p e r s o n a s  p o r  l a  i n g e s t i t ^ n  d e  e n s a l  a d i  11 a d e  d o n d e  s e  a i  s i  a r o n  
e s t a - f  i  1 o c o c o s  p a t é g e n o s ;  e n  1 9 8 1 ,  13  p e r s o n a s  s u f r i e r o n
s f n t o m a s  i g u a l m e n t e  p o r  l a  i n g e s t i o n  o e  e n s a l a d i 11 a :  e n  1 9 8 2  
- f u e r o n  1 80  l o s  c o m e n s a l e s  d e  u n  b a n q u e t e  ( d e  l o s  q u e  37  
r e q u i r i e r o n  h o s p  i  t  a l  i  r  a c i  é n  ) q u i  e n e s  r e s u l  t a r o n  a - f e c t a d o s  p o r  
1 n t o x  i  c a c i  d h  e s t a - f  i  1 o c d c i  c a  i  g u a l  m e n t e  p o r  e n s a l  a d i  l i a  r u s a ,  
q u e  h a b f a  s i d o  p r e p a r a d a  c o n  a n t e r i  o r i  d a d  y  c o n s e r v a d a  s i n  
r e f r i ç e r a r  a t e m p e r a t u r a  a m b i  e n t e .  F i n a l  m e n t e , e n  1 9 8 4  s e  
a f e c t a r o n  6 p e r o n a s  p o r  i n g e r i r  e n s a l a d i l i a  p r e p a r a d a  e l  d T a  
a n t e r i o r  a s u  c o n s u m o  y  c o n s e r v a d a  a t e m p e r a t u r a  a m b i  e n t e .
A . 3 .  Û P IG E N  DE L A  C O N TA M IN A C IÜ N
En E s p a n a , p e s e  a q u e  l a  l e y  l o  p r o h i b e  ( B . O . E .  d e l  11 de  
n c v i e m b r e  d e  1 9 6 3  " L a  e l a b c r a c i  o n  y  m a n i p u l a c i ô n  d e
m a h o n e s a s ,  s a l s a s ,  c r e m a s  y  n a t a s  s e  e f e c t u a r â  c o n  l a  m i n i m a
a n t e l a c i d n  y  s e r d h  c o n s u m i  d a s  o e n t r o  d e  1 a s  v e i n t i c u a t r o  
h o r a s ,  m a n t e n i  é n o o s e  c o n s t a n t  e m e n t e  e n  r  e f  r  i  g e r  a c  i  cJn " ) e s  
c o s t u m o r e  en  a l g u n o s  l o c a l e s  ( b a r o s ,  c a f e t e r f a s )  p r e p a r a r  l a s  
e n s a l  a d i  1 1 a s  v m a n t e n e r  l a s  s i  n r e - f n g e r a r ,  b a j o  e l  c r i s t a l
p r o t e c t o r  o e l  m o s t r a d o r  d u r a n t e  v a r i a s  n o r a s ,  h a s t a  s u
c o n s u m o .  E s t a  p r d c t i c a  s e  m a r . t i e n e  p o r  e l  h = b 1 1 o  d e  e x n i b i r  
l o s  p r c d u c t c s ,  c o n v i r t i ë ' n d o l o s  e n  c e b o  v  r e c l a m o .  S i  n
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e m b a r g o ,  é ' s t o  r e p r é s e n t a  u n  r i e s g o  p o t e n c i  a l  p a r a  e l  
c o n s u m i d o r  p u e s  l a  t e m p e r a t u r a  e n  d i c n o s  l o c a l e s  p u e d e
e l e v a r s e  e n  o c a s i  o n e s  a mâs d e  3 0  * C , y  c o m o  i n d i  c a r a n  
NOTERMANS y HEUVELMAN ( 1 9 3 3 ) ,  e l  pH d e l  p r o d u c t o  p u e d e  
1 n c r e m e n t a r s e  a v a l o r e s  e l e v a d o s ,  p o r  l a  a d i c i é n  d e  o t r o s  
c o m p o n e n t e s ,  p e r m i  t i  e n d o  e l  d é s a r r o i  1 o  o e  l o s  e s t a - f  1 1 o c o c o s .
A s i  mi s m o ,  e s  - f r e c u e n t e  i n c l u i r  e n s a l  a d i  l i a  o  c u a l  q u i  e r  o t r o  
a l i m e n t e  a c o m p a n a d o  d e  m a y o n e s a  e n  l a  - f i  a m b r e r a ,  t  a n  t o  d e
e s c o l a r e s  c o m o  d e  t r a b a j a d o r e s , o b i i g a d o s  a corn ie r  e n  s u s
l u g a r e s  d e  t r a b a j o .  D e p e n d i e n d o  d e  l o s  c a s o s , e n  e s t a s
C l  r c  u n  s t  a n  C l  a s  e l  a l i m e n t e  p u e d e  p e r m a n e c e r  s i  n r e - f r i g e r a r  
d u r a n t e  s e i  s  h o r a s  o  md's , c o n v i r t i ^ n d o s e  e n  u n  v e h f c u l o  
p o t e n c i a l  d e  e n t e r o t o x  i  n a s .
U na  p o s i b i l i d a d  e x t r e m a  l a  r e p r e s e n t a r i a  l a  m a y o n e s a  i n g e r i d a  
e n  e l  p r o p i o  h o g a r , e n  a q u e l l o s  c a s o s  en  q u e  o b i e n  s e  
p r e p a r e  c o m i d a  p a r a  d o s  d i  a s , p e r m a n e c i  e n d o  s i  n r e - f r i g e r a r  en  
e l  I n t e r v a l o  d e  t i e m p o ,  o b i e n  c u a n d o  u n a  v e r  p r e p a r a d a  l a  
m a y o n e s a  y  p o r  l a  e l a b o r a c i  o n  d e  u n  p l a t e  q u e  e x i j a  u n a  
p r e p a r a c i o n  p r o l o n g a d a , s e  d e j e  a  t e m p e r a t u r a  a m o i e n t e .
A . 4 .  FACTORES CUE CONTROLAN EL C R E C IM IE N T O
H E W IT T  ( 1 9 5 ? )  i n d i c é '  quie l a s  c o n o i  c i  o n e s  d e s - f  a v o r  ab  1 e s  d e  pH 
1 n d u c e n  e - f e c t o s  b a c t e r i  o s  t â t i c o s .  q u e  a l  c é s a r  e l  m e t a b o l  i  smo 
y l a  m u l t i p l 1 c a c i o h  s e  o r o l o r g a n  h a s t a  s e r  b a c t e r i c i  c a s .
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L a  a c i d e z  d e  un  a l i m e n t o  e s  u n  d é t e r m i n a n t e  i m p o r t a n t e  d e l  
p o t e n c i a l  d e l  c r e c i m i e n t o  m i c r o d i a n o .  A t e c t a  a l a  f a s e  d e  
l a t e n c i a ,  y  a l  r i t m o  d e  c r e c i m i e n t o  d e  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  e n  
l e s  v a l o r e s  e x t r e m e s .
L o s  p r o d u c t o s  o c i d o s ,  seg iX n  MINOR y  MARTH ( 1 9 7 2 a )  n o  s o n  
s u s c e p t i b l e s  d e  s e r  s o s p e c h o s o s  d e  i n t o x i c a c i o n e s  
e s t a f 1 1 o c d e 1 c a s .  E s t o s  a u t o r e s  e s t u d i a r o n  p r o d u c t o s  l o c t e o s  
é c i d o s ,  t a i e s  co m o  e l  s u e r o  d e  m a n t e q u i l i a ,  l a  c r e m a  ^ c i d a  y  
e l  y o g u r  y  m a n i f e s t a r o n  h a b e r  o b s e r v a d o  l a  i  n a c t i  v a c i o n  d e  
S j . a u r e u s  ( l û ® / m l )  e n  u n  m e d i  o  a r t i f i c i a l  c o n  c T c id o  l o C t i c o  
a s f  c o m o  u n a  d i s m i  n u c i  o n  d e  4  c i  c l  o s  1 o g a r f t m i  c o s , t r a s  2 4  h 
d e  1 n c u b a c i  o n  a pH 4 . 3  (M INOR y  MARTH, 1 9 7 2 b ) .  L a  
1 n a c t i  v a c i  o n  i n i c i a l  d e  S ^ _ a u r e u s  e n  l o s  p r o d u c t o s  1 « c t e c s  
f  u e , p o r  l o  t a n t o ,  n o  t a n  a l  t a  c o m o  l a  d e t e c t a d a  e n  l o s  
m e d i o s  a r t i f i c i  a l  e s . L a  s u p e r v i v i e n c i  a d e  l o s  e s t a f 1 1 o c o c o s  
e n  1 o s  m e d i o s  a r t i f i c i  a l  e s  p a r e c i é  e s t a r  e n  f u n c i o n  
p r i  n c i  p a l  m e n t e  o e  l a  c o n c e n t r  a c i  or. d e  h i  d r o g e n i  o n e s  , mi e n t r a s  
q u e  e l  c o m p o r t  ami e n t o  d e  S ^ _ a u r e u s  en  1 o s  d e r i v a d o s  1 ê ( c t e o s  
s e  r e l a c i o n a r f a  c o n  o t r o s  f  a c t o r e s  a d e m r fs  d e l  p H .
A u n q u e  e l  pH é p t i m o  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  d e  l a s  c e p a s  
e n t e r o t o x  1 g é .n i  c a a  d e  S ^ ^ a u r e u s  e s t ^  c e r c a n o  a 7 .  é s t e  t i e n c  
l u g a r  e n  l o s  v a l o r e s  e x t r e m o s  d e  pH d e p e n d i  e n d o  d e  o t r o s  
f a c t o r e s  t a i e s  co m o  e l  p r o d u c t o  a l l  m e n t i c i o , e l  t i p o  c e  
o c i d o .  l a  c o n c e n t r a c i o n  c e  c i e r t o s  i n g r e d i e n t e s  c o m o  l a  s a l ,  
e l  a z é c a r  y 1 a s  e s o e c i a s  y l a  c a p a c i d a d  t a m p o n : z a n t e  d e  o t r o s  
c o m c ,  p o r  e j e m p l o ,  e l  h u e v o .  L a s  e n s a l a d a s  s u e i e n  e s t a r
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g e n e r s i  m e n t e  r e f r i g e r a d a s , o e  f o r m a  q u e  s e  é v i t a  l a  
p r o l 1 f e r a c i o n  d e  1 o s  m i c r o o r g a n i  s m o s . A t e m p e r a t u r a s  moS 
e l e v a o a s , l a  a c i d e r  p u e d e  s e r  i n s u f  i  c i  e n t e  p a r a  i m p e d i r  e l  
c r e c i m i e n t o  y  l a  s f n t e s i s  d e  e n t e r o t o x i n a s . LüNGREE e t  a l .
( 1 9 5 9 )  i  n f  o r m a r o n  q u e  t a n t o  l a  e n s a l  a d a  d e  p a v o  co ino  l a  d e  
p a t a t a  c o n  h u e v o  a n a d i d o  e r a n  c a p a c e s  d e  p e r m i t i r  e l  
c r e c i m i e n t o  d e  l o s  e s t a f i 1 o c o c o s . L o s  v a l o r e s  d e  r e c u e n t o
t r a s  2 0  h o r a s  d e  i n c u b a c i o n  a 3 0 " C  i n c r e m e n t e d  h a s t a  1 0 ® ,
p a r t i e n d o  d e  u n  i  n é c u l o  d e  10 ^  .
E l  e f e c t o  d e  1 o s  a c  i  d o s  s o b r e  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  p u e d e  s e r  
d e b i d o  à l a  c o n c e n t r a c i  o n  d e  h i d r o g e n i o n e s , a u n q u e  l a  
r e s p u e s t a  d e  l o s  m i c r o o r g a n i  s m o s  p a t é g e n o s  a l a  a c i d e z  v a r i a  
c o n  l a  c e p a ,  t a m a n o  d e l  i n é c u l o  y p r o d u c t o  a l  i  m e n t i  c i  o , a s i "  
c o m o  c o n  e l  t i p o  d e  é c i d o  u t i l i z a d o  p a r a  a j u s t e r  e l  p H .  
CATHCART e t  a l .  ( 1 9 4 7 )  h a l  1 a r o n  q u e  e s t e  u T l t i m o  p a r a m è t r e  e s  
t a n  i m p o r t a n t e  c o m o  e l  p r o p i o  pH q u e  i n h i b e  e l  c r e c i m i e n t o
e s t a f 1 1 o c é c i c o .  E l  r f c i d o  a c é t i c o  e s  mas i n h i P i t o r i o  p a r a
S T a g h y l _ o ç o ç ç u s  a u r e u s  q u e  l o  e s  e l  é c i d o  l ë f c t i c o ,  q u e  a s u
v e r  1 o  e s  m as  q u e  e l  c l  o r h f d r  i  c o  ( G E N IG E C R 'ü IS , 1 9 8 1 ) .  En l o s
r e l l e n o B  o e  q u e s o ,  e l  é c i o o  1 a c t i c o  r e s u l t d  e n  u n a  i n h i b i c i o n  
c o m p l é t a  e n  v a l o r e s  d e  pH i  n f  e r  i  o r e s  a 4 .  ±»7 , m i  e n t r a s  q u e  p o r  
c e o a j c  o e  5 . 1 2  r e s u l t a b a n  e n  u n a  i n h i b i c i o n  g r a d u a i . Se 
c o n o c e  q u e  l a  a n a e r o b i  o s i s  a f e c t a  e l  pH m i n i m o  p a r a  e i  i n i c i o  
0 = 1 c r e c i m i e n o  Ce a u r  e u s  (FOX y H ûu T M A N . l ' ^ c S ) .
L i v e r s o s  a u t o r e s  h a n  m è n e i o n a c o  l a s  r e l a c i o n e s  e n t r e  l a  
t e r T i p e r a t u r a , l a  a c t i v i d a d  o e  a g u a  ( aw) /  e l  p o t e n c i  a l  d e
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d;: 1 d a c i  ô n - r e d u c c i  oh  ( E h )  ( G E N IG E 0 R G I 5 ,  1 9 3 1 ) .  En g e n e r a l  , 
c u a n t o  m a y o r  e s  e l  i n d c u l o  i n i c i  a l  y  m as  d p t  i  m as l a s  o t r a s
c o n d i c i o n e s ,  e l  r a n g o  d e  pH e n  e l  q u e  s e  p u e d e n  d e s a r r o l l a r
l o s  e s t a f i 1 o c o c o s  e s  m as  a m p l i c .
L o s  e x p é r i m e n t e s  r e a l i z a d o s  s o b r e  l a  i n f l u e n c i a  d e l  v a l o r  d e  
pH s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  s e  h a n  r e s t r i  n g i  d o  p r i  n c i  p a l  m e n t e  a l  
pH i n i c i a l .  L a s  e x p e r i e n c i a s  1 1 e v a d a s  a  c a b o  p o r  G E N IG E O R G I5  
e t  a l . ( 1 9 7 1 )  m o s t r a r o n  q u e  e l  pH i n i c i a l  v a r i  a b a
c o n s i d e r a b l e m e n t e  d e b i d o  a l  c r e c i m i e n t o  d e  S ^ a u r e u g .  P o r  
e j e m p l o ,  u n  pH i n i c i a l  d e  4 . 2  i n c r e m e n t e d  a  B . 5  t r a s  6 d f a s  o e  
i  n c u b a c i  d h  a 3 7 * C e n  u n  m e d i o  l i q u i d e  c o n t e n i  e n d o  h i  d r o l i  z a d o
d e  p r o t e f n a .  De n o  h a l l a r s e  p r é s e n t e s  a z u c a r e s  f e r m e n t a b l e s
e n  e l  m e o i  o  d e  c r e c i m i e n t o ,  e l  pH i  n c r e m e n t a r  é" c o n  l a  
m u i  t i  p i  1 c a c i  (fn d e  § ^ _ a u r e u s  . P o r  e l  c o n t r a r i o ,  e n  p r e s e n c i  a 
d e  a z t f c a r e s  f e r m e n t a b l e s ,  co m o  l a  s a c a r o s a ,  e l  pH d i s m i n u i r é .  
P o r  l o  t a n t o ,  e l  e f e c t o  d e l  pH i n i c i a l  s o b r e  l a  p r o d u c c i  t^n d e  
e n t e r o t o x 1n a s  s é l o p u e d e  s e r  e s t u d i a d o  e n  c o n d i c i o n e s  
c o n t r o l a d a s  o e  p H .
E l  pH  m f n i m o  q u e  p e r m i  t e  e l  c r e c i m i e n t o  y  1 a s d n t e s i s  d e  
e n t e r o t o x 1n a s  h a  s i d o  e s t u d i a d o  p o r  m u l t i p l e s  a u t o r e s ,  
h a l 1 é n O o s e  e n  l a  b i b l i  o g r a f  f a  d a t o s  d i s c r e p a n t e s  s o b r e  e s t e  
p a r t i c u l a r .  L a s  c i f r a s  c i t a d a s  s o n  muy d i  v e r s a s , p e r o  o s c i 1 an  
e n t r e  l o s  v a l o r e s  d e  4 . 0  y 5 . 5 .  S e g t h  GEN1 GEORG15 y SADLER
( 1 9 6 o ) en  B H I  e n  p r e s e n c i a  d e  o x i g e n o ,  e l  pH h a  Ce s e r  
s u p e r i o r  a 5 . 0 5  p a r a  q u e  s e  s i n t e t i c e  E E B . 5 C H £ L 5 n ER e t  a l .
( 1 9 7 3 )  m a m  f e s t a r o n  q u e  s i  b i e n  e l  c r e c i m i e n t o  d e  l a  c e p a  2 4 3
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( p r o d u c t o r a  o s  EEB) t e n f a  l u g a r  a pH e n t r e  4 . 7 6  y  9 . 4 0 ,  l a  
s f n t e s i s  d e  EEB s û l o  e r a  d e t e c t a b l e  a v a l o r e s  d e  pH e n t r e  
5 . 1 5  y  9 . 0 2 .  En e l  p r i m e r  v a l o r  d e  pH s e  d é t e c t é  l a  c i t a o a  
e n t e r o t o x  m a  t r a s  154  h d e  i n c u b a c i o n  e n  u n  m e d i  o  d e  
1 a b o r a t o r i  o  a 3 7  * C ,  p e r o  c u a n d o  e l  pH t u e  d e  5 . 0  n o  s e  p u d o  
c o n s t a t e r  s u  p r e s e n c i  a .
NATO e t  a l .  ( 1 9 6 6 )  d e t e r m i n a r o n  p o r  g e l  d i  f u s i  o n  q u e  l a
p r o d u c c i é n  m a x im a  d e  EEA t e n f a  l u g a r  a  pH 6 . 0 - 6 . 5  ( 4 . 2
p g / m l ) , a u n q u e  a pH 5 . 0  s d l o  h a b f a  d i  s m i  n u i  d o  e n
a p r D x i m a d a m e n t e  0 . 5  p g / m l . P o r  o t r a  p a r t e ,  R E IS E R  y  W E IS S  
( 1 9 6 9 )  e s t u d i a r o n  c é m o  a t e c t a b a  e l  pH e n  l a  s f n t e s i s  d e
v a r i a s  e n t e r o t o x i n a s  e n  c u a t r o  m e d i o s  d i s t i n t o s .  S u s
r e s u l t a d o s  i n d i c a n  q u e  e l  pH m f n i m o  p a r a  l a  p r o d u c c i o n  d e  1 a 
EEA e s  o e  5 . 3 ,  p a r a  l a  E E B , d e  6 . 0 ,  y  p a r a  l a  EEC d e  6 . 8 .  A s i
m i s m o ,  o b s e r v a r o n  q u e  a pH i  n i  c i  a l  d e  6 . 8 ,  e s  s u p e r i o r  e l
r e n d i m i  e n t o  d e  l a  EEB y d e  l a  EEC q u e  a 6 . 0  o  5 . 3 ,  p e r o  c o n  
l a  EEA n o  q u e d a  a f e c t a d a  l a  p r o d u c c i o n .
En  1 9 7 3 ,  METZGER e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  e x p r e s a r o n  q u e  p a r a  l a
s f n t e s i s  d e  EEB e l  pH  d p t i m o  s e  e s t a b l e c i a  e n  7 . 0 .  A pH 8 . 0  
s e  d e t e c t a o a n  c a n t i d a d e s  m f n i m a s  d e  e n t e r o t o x i n a , m i e n t r a s  
d u e  a pH ù . O  s e  h a b f a  p r o d u c i d u  u n a  r e d u c c i o n  d e l  50% . 
A n t e r 1 o r m e n t e , G E N IG E G R G IS  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  i n f o r m a r o n  q u e  p a r a  
la s f n t e s i s  d e  E S C ,  e l  pH c f p t i  mo e r a  d e  5 . 5  a 6 . 5 ,  mi e n t r a s  
que p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  d e  l a  c e p a  1 37  q u e  l o  p r o o u c i a  e r a  
e n t r e  5 y  6 . 5 .
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P o r  o t r a  p a r t e ,  BARBER y D E I  BEL ( 1 9 7 2 )  m a n i f  e s t a r o n  h a b e r  
a e t e c t a d o  EEA p r o d u c i d a  p o r  l a  c e p a  1 0 0  a pH 5 . 0  en
c o n d i c i o n e s  d e  a e r o b i o s i  s  y  a  5 . 5  e n  a n a e r o b i o s i s .  En e s t a  
ex  p e r 1 e n c i a , l o s  v a l o r e s  d e  pH q u e  p e r m i t i  e r o n  e l  c r e c i m i e n t o  
d e  1 a s  c é l u l a s  e n  a e r o o i  c s i  s  y  e n  a n a e r o b i  o s i  s - f u e r o n  4 .  8 y 
5 . 7 ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  En e x p e r  i  m e n t o s  d e  v a r i a b l e s  m i x t a s ,  
T O M PKIN  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  i n - f o r m a r o n  q u e  l a  s f n t e s i s  d e  EEA 
( i  g u a l  c e p a  q u e  e n  l a  e x p e r i  e n c i a  a n t e r i o r )  s e  p r o d u c i a  e n  u n  
v a l o r  d e  pH s u p e r i o r  a  5 . 5 8  c u a n d o  e r a  i n c u b a d a  a 1 0 * C  e n  
c o n d i c i o n e s  d e  a n a e r o b i  o s i  s .  E s t o s  m i s m o s  a u t o r e s  e s t u d i  a r o n  
e l  e - f e c t o  c o m b i n a d o  d e l  pH y  d e  l a  c o n c e n t r a c i  o h  d e  C l  Na y  d e  
n i  t r i t o s  s o b r e  l a  p r o o u c c i é n  d e  EEA e n  m e d i  o  B H I .  E l  pH
a b s o l u t o  m i n i m o  e n  e l  q u e  r e g i s t r a r o n  s f n t e s i s  - fu e  d e  4 . 9 .  A 
u n a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e l  3% d e  s a l ,  e l  pH c o r r e s p o n d i e n t e  - fu e  o e  
5 . 3 ,  mi e n t r a s  q u e  c u a n d o  a o e m é s  a d i  c i  o n a b a n  7 5  é" 3 0 0  y i g / m l  d e  
N O j N a ,  f  u e  d e  5 . 7 .  A pH 7 . 0 ,  e l  méx i  mo d e  C l  Na -f u e  d e  9%, n o
a f e c t é h d o s e  l a  s f n t e s i s  d e  EEA a i  a n a d i r  n i  t r i  t o .  A pH 4 . 5  y
c o n  3% d e  s a l  s e  p r o d u c f a  e l  c r e c i m i e n t o  d e  S j _ a u r e u S i
NOTERMANS y  HEUVELMAN ( 1 9 8 3 )  n o t i f i c a r o n  q u e  e l  c r e c i m i e n t o  
d e  S^_aur e u s  t e n  f a  l u g a r  a pH 4 . 6  p e r o  n o  a pH 4 . 3 .  En e l
v a l  o r  iTicfs o a j o  s e  o b s e r v é  u n a  d i s m i n u c i é n  d e l  n u m é r o  d e
c é l u l a s  a c t i v a s  S u p e r v i v i e n t e s .  8 E N IG E 0 R G 1 S  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  
a n u n c  1 a r o n  q u e  e l  c r e c i m i e n t o  a pH 4 . 0  e r a  -f a c t  i  O l e  c o n  un
i n c é c u l o  d e  l ‘. i® § _^aur  eu  s  / m l  y a pH 4 . 3  c o n  u n  i  n d b u l  o o e
1 0 ^  c é l  u l  a s / m l  (G E N IG E D R G IS ,  1 9 7 2 )  a 3 7  C. S i  n e m b a r g o ,  
c u a r . o o  l a  c o n c e n t r a c i  o n  d e  C l  Na s e  e l e v a b a  a l  1C 7.. e l  pH 
Q u e c a b a  r e d u c i d o  e n t r e  l o s  i f m i t e s  d e  5 . 4 5  y 7 . 3 0 .
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CARPENTER y  S IL V E R M A N  ( 1 9 7 6 )  y  J A R V IS  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )
e s t u d  i  a r o n  l a  s f n t e s i s  d e  e n t e r o t o x i n a s  e s t a f  i 1 o c é c i c a s  en
c o n d i c i o n e s  c o n t r o l a d a s  d e  p H ,  c o n c l u y e n d o  q u e  t e n f a  l u g a r  en  
t o d a s  l a s  c o n d i c i o n e s  d e  pH a n a l i z a d a s .  S i  n e m b a r g o ,  s â l o  s e  
e s t u d i é  e l  pH  e n  e l  i n t e r v a l o  d e  6 . 0  a 8 . 0 .
L a  t e m p e r a t u r a  é p t i m a  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  d e  S ^ a u r e u s  e s  d e  
3 7  *  C ( IANDQLO e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .  E s t a  t e m p e r a t u r a  e s  t a m b i é n
ô p t i m a  p a r a  l a  s f n t e s i s  d e  e n t e r o t o x  m a  ( B A I R D - P A R K E R , 1 9 7 1 ) .  
F o r  l o  t a n t o ,  l a  m a y o r f a  d e  1 a s  e x p e r i  e n c i  a s  a c e r c a  o e l
e f e c t o  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  a g u a  y  d e l  pH s o b r e  l a  p r o d u c c i d n  
d e  e n t e r o t o x  i  n a s  s e  h a n  r e a l  i  z a d o  a 37* d" a 3 0 " C .  MARLAND
( 1 9 6 7 )  m a n i f e s t d "  q u e  l a  s f n t e s i s  d e  EEB s e  p r o d u c f a  e n  l a s
t e m p e r a t u r a s  e n t r e  l o s  i f m i t e s  d e  1 5 . 2  a  4 3 . 2 * C , p e r o  q u e  en  
l o s  v a l o r e s  e x t r e m o s  d e  t e m p e r a t u r a  l a  c a n t i d a d  d e
e n t e r o t o x  m a  s i  n t e t i  z a d a  a r a  d e s p r e c i  a b l  e .  û E N IG E ü k G IS  e t  a l .
( 1 9 6 9 )  : n d : c a r o n  l a  p r o d u c c i o n  d e  EEB e n  c a r n e  c u r a d a
m a r t e n : d a  e n  c o n d i c i o n e s  a n a e r o b i a s  d u r a n t e  d o s  m e s e s  a 1 0 * C.
L a  p r o d u c c i é n  d e  EEB e n  j a m d n  s a l a z o n a d o  h a  s i d o  e s t u d i a o o .  
p o r  G E N IG E D R G IS  e t  a l .  ( I 9 t 9 ) .  A l  i g u a l  q u e  e n  l a  e x p e r i e n c i a
d e  TCMF'RIN e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  e s  f  u n e  i  d h  o e l  pH  y d e  l a s
c o n c e n t r é e  1 o r e s  d e  C l N a  y d e  n i t r a t o s .  En a n a e r o b i o s i s , l a  
p r o c u c c i é n  d e  EEB t i e n e  l u ç a r  s 6 l o  a oH s u p e r i o r  a 5 . 3  y  c o n
l a  c o n c e n t r a c i i n  d e  C l N a  i n f e r i o r  a 9 . 2 %  y  d e  â c i d o  n i t r o s o
o 1 s o c  1 a d o  i n f e r i o r  a C'. 5 4  ppm .  F e s t e r  i  o r m e n t e  , \ GEN i  GEORG1 S
e t  a i . ,  1 9 7 1 )  e s t u d i  a r o n  e l  e f e c t o  c e l  c l o r u r o  s d d i c o  v  d e l
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pH s o b r e  1»  p r o d u c c i o n  d e  e n t e r o t o x  m a  C ,  c o n c l  u y e n d o  q u e  
s e g u f a  e l  m i s m o  m o d e l o  q u e  l a  E E B :  a m e d i d a  q u e  i n c r e m e n t a b a
l a  c o n c e n t r  a c  1 o n  d e  C l  Na d e  O a 10/1 ,  l a  c a n t i d a d  d e  
e n t e r o t o x  m a  d i s m i n u f a  a  v a l o r e s  n o  d é t e c t a b l e s ,  a l a  v e z  q u e  
e l  r a n g o  d e  pH  e r a  m és  r e s t r i n g i d o .  A s f ,  l a  EEC e r a  p r o d u c i d a  
a pH e n t r e  4 y  9 . 6 3  c o n  e l  0% d e  C l N a , e n t r e  4 . 4 0  y  9 . 4 3  c o n
e l  4/1 ; e n t r e  4 . 5 0  y  8 - 5 5  c o n  e l  8%. C on  e l  12% n o  s e  p u d o
d e t e c t a r  EEC a  n i  n g u n  v a l o r  d e  p H .
L a  m a y o n e s a  y  1 a s  s a l  s a s  d e  m e s a  r e t r a s a n  l a  p u t r e - f  a c c i  o n  d e  
l o s  a l i  m e n t o s  y  e l  c r e c i m i e n t o  d e  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  
p a t é g e n o s  d e b i d o  a l a  e l e v a d a  c o n c e n t r a c i d n  d e  « c i d o  a c é t i c o .  
L o s  d a t o s  r e c o g i d o s  p o r  S M IT T L E  ( 1 9 7 7 )  i n d i c a n  q u e  l a s  s a l  s a s  
c o m e r c i a l  e s  c o n  u n  pH d e  4 . 1  é  m e n o s  s o n  l é t a l e s  p a r a  l o s
e s t a f 1 1 o c o c o s .  M O R IT  A y  WOODBURN ( 1 9 8 3 )  s e n a l a r o n  q u e  1 a s  
s a l s a s  e s t u d i a d a s  p o r  e l 1 o s , t a n t o  c o m e r c i  a l  e s  co m o  
p r e p a r a d a s  e n  e l  l a b o r a t o r i o ,  t i e n e n  u n  pH d e  3 . 4 ,  p e r o  c o n  
l a  a d i C l d h  d e  l o s  i n q r e d i e n t e s  d e  l a  e n s a l a d a  i n c r e m e n t é  e l  
pH a l  m e n o s  a 4 . 0 ,  r e s u l t a n d o  e n  i n c r e m e n t o s  d e  d i e z  u 100  
v e c e s  t r a s  3  h d e  i n c u b a c i o n  a 3 7 * C. I g u a l m e n t e , i n c i c a r o n  
q u e  l a  a d i  c i  o n  d e  l o s  h u e v o s  c o c i d o s  i n c r e m e n t a b a  e l  pH 
1 n i  C l  a l , y  e n  a l g u n o s  c a s o s  t a m b i é n  l o s  n i v e i e s  a s  
e n c e r o t o x i n a .
F o r  c t r a  p a r t e ,  DCVLE e t  a l .  ( 1 9 3 2 )  a n a l i  z a r o n  l a  s f n t e s i s  de  
e n t e r o t o x 1 n a s  e n  e n s a l a d a s  d e  c a r n e  p r e p a r a d a s  c o n  m a y o n e s a .  
C o n c l u y e r o n  q u e  s e  o b s e r v a b a  u n a  d : s m i n u e i o n  n o t e r i a  en  l e s
n u m é r o s  i n m e d i a t a m e n t e  t r a s  e u  a c i c i  oh  a e n s a d a o a s  c e  c c i - z  c
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d e  j a m d n  q u e  c o n t e n f a n  m a / o n e s a .  C u a n d o  l a  m a y o n e s a  s e  h a l 1 a 
p r e s e n t e  e n  l a  e n s a l a d a  d e  c a r n e , e n  e l  c h o q u e  i n i c i a l  s e
i n a c t i v e  u n a  p a r t e  s u s t a n c i  a l  d e  1 a p o b l a c i û n  d e  S . a u r e u s
( 3 0 - 6 0 7 . ) ,  L a  r e - f  r i  g e r a c i  o h  d e  1 a s  e n s a l  a d a s  a 4 * C  s e  e r i g i d
co m o  u n  m e d i o  e f e c t i v o  d e  s u p r e s i  o n  d e l  c r e c i m i e n t o  en  
p r e s e n c i a  o e n  a u s e n c i a  d e  m a y o n e s a .  S u s  d a t o s  s u g i e r e n  q u e
e l  c r e c i m i e n t o  d i  s m i n u f a  d e  a c u e r d o  c o n  e l  i n c r e m e n t o  d e  l a  
c a n t i d a d  d e  m a y o n e s a  a n a d i d a  a l a  e n s a l a d a .  E l  pH  d e  l o s
i  n g r e d i  e n t e s  o e  l a  e n s a l a d a  d e  p o l i o  d e  6 . 4  d e s c e n d i é  a 6 . 1
a l  a n a d i r  m a y o n e s a  e n  l a  c a n t i d a d  r e c o m e n d a d a  p o r  l a  r e c e t a .
E l  h u e v o  e n  l a s  e n s a l a d i 11 a s  j u e g a  u n  p a p e l  f u n d a m e n t a l .
LONGREE e t  a l . ( 1 9 5 9 )  h a l 1 a r o n  p o c a s  d i f e r e n c i  a s  e n  l o s
r e c u e n t o s  f i n a l e s  e n  c o m p a r a c i  o n  c o n  1 o s  n i v e l e s  a l t o s  y
b a j o s  d e  h u e v o  a n a d i d o .  L a s  e n s a l a d a s  c o n  h u e v o  p i  c a o o  o  c o n  
C l a r a  d e  h u e v o  p i  c a d a  m o s t r a r o n  p o c a  d i  f  e r e n c i  a  e n  e l  pH  t r a s  
2 4  h d e  i n c u b a c i o n ,  p e r o  l o s  r e c u e n t o s  f u e r o n  a p r o x i m a d a m e n t e
10 v e c e s  s u p e r i  o r e s  e n  a q u c l 1 a s  q u e  c o n t e n f a n  c l a r a  o e  h u e v o ,
o e t e c t a f n d o s e  EEC 2 s d l  a m e n t e  e n  e s t a s  u l  t i  m a s .  HARBRECHT y
BERGDDLL 11 9 8 0 )  h a l l a r o n  d i f e r e n c i  a s  e n t r e  l a s  c e p a s  d e  
S ^ a u r e u s  a l  c o n t a m i n e r  h u e v o s  d u r o s .  L a s  EEA y  E E C l  s e
p r o o u j e r o n  e n  c a n t i  d a d e s  m uy  i n f e r i o r e s  a l a  E E B .
NG y  G A R IB A L D I  < 1 9 7 5 )  a n a l i  z a r o n  l a  c a p a c i d a d  a n t i  m i c r p b i a n a  
q u e  p o s e e  e l  h u e v o  c r u o o .  p r i n c i p a l  m e n t e  p o r  l o s  e f e c t o s  
1 n h i b l t o n  o s  q u e  e j e r c e  l a  l i s o z i m a  s o b r e  1 a s  b a c t e r i a s  g r a m  
p o s i t i v a s ,  y  e n  c o n c r e t o ,  s o b r e  l o s  e s t a f i 1 o c o c o s .  
Cane  1 Liver o n  q u e  1 a a c c i o h  d e  l a  l i s o z i m a  n o  s e  d e b e  a t r i b u i r
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a s u s  p r o p i e d a d e s  l i t i c a s  b a c t e r i a n a s , s i  n o  a l a  b a s i  c i  d a d  d e  
l a  m i s m a .  E s t a  c o n c l u s i é n  s e  a p o y a  e n  q u e  l a  l i s o z i m a  m u e s t r a  
u n a  a c t i v i d a d  1 f t  i  c a  é p t i m a  e n  v a l o r e s  d e  pH c e r c a n o s  a  l a  
n e u t r a l i d a d  y e n  q u e  e l  s u l f a t o  d e  p r o t a m i n a ,  u n  p o l i p é p t i d o  
b é s i c o  n o  e n z i m â t i c o ,  t a m b i é r i  p r o d u c e  l a  m u e r t e  d e  S ^ a u r e u s  
a pH  8 . 0  p e r o  n o  a  7 . 0 .
6 .  R E S U L T A D O S
B . l .  IN F L U E N C IA  DEL pH DE LA  MAYONESA
B . 2 .  IN F L U E N C IA  DE LA  TEMPERATURA DE IN C U B A C IO N
B . 3 .  IN F L U E N C IA  DEL A C E IT E  U T I L I Z A D O  EN LA  PR EPARA CIÜN  DE LAS 
MAYÜNESA3
B . 4 .  i n f l u e n c i a  DEL IN C CU LO I N I C I A L
B . 5 .  E VDLUCIO N DEL DESARROLLO EN L A S  D I S T I N T A 3  CEPAS.
B . 6 .  V A R I A C I ONES DEL pH DE LA S  MUESTRAS 
£ : . 7 .  RELAC IO N .  ENTRE EL  C R E C IM IE N T O  DE S - . a u r e u s  Y LA 
PRODUCCION DE D E S G X IR R IB O N IJC LE A S A  TERMÛESTABLE
L o s  r e s u l t û O o s  o f c t e n i d c s  p o r  l a  i n o c u l a o i  é n  d e  m a y o n e s a s  c o n  
1 a s  d i s t i n t a s  c e p a s  o e  S a u r e u s  s e  r e p r e s e n t a n  d e  f o r m a  
g r é f i c â  e n  l a s  2 6  f i g u r a s  q u e  s i g u e n  ( F i g u r a s  R L l  a 2 6 ) .
En p r i m e r  l u g a r ,  s e  d e b e  h a c e r  c o n s t a r  q u e  1 a s
c a r a c t e r  f  s t 1 c a s  o r g a n c l = p t i c a s  d e  l a s  m a y o n e s a s  n o  s u f r i e r o n  
a l  t e r a c i d n  a l g u n a ,  e n  c u a n t o  a  a s p e c t o ,  c o n s i s t e n c i a , c o l o r  y 
o l  o r  t r a s  C s - . to r c e  d f a s  o e  i  n c u b a c i  d h , i n c l u s o  c u a n d o  l o s  
v a l o r e s  d e  r e c u e n t o  r e g : s t r a d o s  s u p e r a r o n  1 0 6  u F C / g .
A s f  m i s m o ,  e s  i m p o r t a n t e  r e a a i t a r  q u e  n o  e:: i  s t i  e r o n  
O l f  e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l a s  c i f r a s  d e  r e c u e n t o  
r e g i s t r a d â s  en  l o s  d o s  m e d i  o s  d e  c u l t i v e  e m p l e a d o s  ( a g a r  c e
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Figura RM 12: Represcntacidn g rd tic o  de la in fluen c ia  del pH de
may one sas sobre el desarrollo de S. aureus cepa 56.
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0 2 3 75 6U
Indcuio; 100XX)0 UFC/g. Temperatura de incubacion; 37® C 
pH 5.6 mayonesas prepcrodas con:
pH 5.2 mayonesas preparodos con;
pH 4.8 mayonesas preparodos con;
pH 4.5 mayonesas preparodas con;
di'as
oce ite de
ace ite de girasot.
ace ite de Olivo. — — — —
aceite de girosol. — — —
oce ite de o livo . — — —
oc ei te de gjrasol. — ■ . —
ocei te de 0 l iV Q ,
o ce ite de g iro  sol.
Figura RM 13: Representociôn g ra fica  de la in flu en c ia  del pH de
mayonesas sobre el desarrollo de S -aureus cepa 137.
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\ \
dias
Inocula: 100-000 UFC/g-Temperatura de Incubacion: 37® C
pH 5.5 mayonesas preparodos con: 
pH 5.2 mayonesas preporodas con: 
pH U.Q moyonesas preparodos con; 
pH 6.5 mayonesas preporadas con:
oceite de olivo. 
aceite de girosol-
oceite de olivo. »  — — —
oceite de g iroso l . ------------
oceite  de olivo. — . 
ocei te de g iroso l . -------------
oceite de olivo.
oceite de g iroso l . ------------
Figura RM K l  Re present aci on grafica de la influencia del pH de
mayonesas preparodos con aceite de olivo so­
bre el desarrollo  de S. aureus cepa 472.
CJ
(71
di'os
Temperatura de incubacidn; 37°C
inocule 100.000 UFC/g, pH 5.6
 inoculo 100.000 UFC/g, pH 50
-------------- ,in(3culo 50000 UFC/g, pH 5.6
i noculo 50.000 UFC/g^  pH 50
Figura RM 15: Rep resent oc ion grafica de la influencia  de la tempera-
tura de incubacidn sobre el desarrollo de S. oureus
cepa 5 6 en mayonesas preporadas; A) con oceite de 
olivo; B) con oceite de girosol.
o
pH 5.3
d ios
o>
pH 5.2
d i 0 3
Inoculo: lOO 000 UFC/g
22“ C 
28“ C 
37“ C 
C
Figura RM 16: Representociôn g râ fico  de la influencia de la tem pe­
ra tu ra  de incubacidn  sobre el desarro llo  de
S. aureus cepa 100 en mayonesas preporadas; A) con 
aceite  de o liva j  B) con aceite de girosol.
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pH 5.2
dTas
•pH 5.15
Inoculo: 100.000 U F C /g 22“ C 28“ C
  37° C
 44° C
Figura RM 17‘. Representocion grafica  de la influencia de la tempera­
tura de incutxicidn sobre el desarrollo de S. oureus 
cepa 137 en mayonesas; A) preporadas con ocerte de 
olivo ; B) preparodos con aceite de girosol.
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pH 5.2
Inoculo: 100-000 UFC/g
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 28“ C
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Figura RM 18: Representocidn grafica  de la in flu e n c ia  de la tem pe­
ra tu ra  de incubacidn sobre et desarrollo de 5 .oureus
cepa 350 en mayonesas preporadas; A) con aceite de 
olivo^ B) con oceite de girosol.
5.8
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653 A20 1
en g.
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dios
Indculo: 100000 UFC/g 22® C 
28® C 
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4A® C
Figura RM l9:Representacidn g r a f ic a  de la in f luen c ia  de le te m p e ­
ratura de incubacidn sobre el desarrollo de S- aureus  
cepa 379 en mayonesas preporadas con aceite de g i-  
rasol.
pH 5.5
0 62 5 73 L,
d io s
[noculo: 100.000 UFC/g
22® C 
28® C 
37° C 
AA® C
Figura RM 2 0 -Representacidn grafica de la influcncio de la tem pe­
ratura de incubacidn sobre e! desarrollo  de S.aureus
cepa 379 en mayonesas preparadas: A) con aceite
de olivo; B) con oceite de girosol.
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pH 5.7
0 4 €2 3 75
d I as
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Figura RM 21: RepresentacioVi grafica de ta influencia de la tempera 
tura de incubacidn sobre el desarrollo de S. oureus 
cepa 472 en mayonesas; A) preporadas con aceite de 
oliva; B) preparodos con aceite de girosol.
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Figura RM 22’Repres«ntacion grafica de la influencia de la tempera­
tura de incubacion sobre el desarrollo de S.oureus 
cepa 472 erw mayonesas: A) preporadas Con aceite de 
olivo; 6) preparodos con aceite de girosol.
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Figure RM 23‘.R epresentocidn  grafica de la influencia de la tem pe­
ra tu ra  de incubacidn sobre el desarrollo  de S-oureus
cepa  913 en m ayonesas p reparodas: A) con aceite de
pH 5.2
d io s
o»
o»
pH 5.2
dios
Inoculo: 100.000 U FC /g -------------- 22" C
 28* C
---------------37" C
-------------- 66" C
Figura RM 2A'. Representocidn g ra fic a  de la in fluencia  de la tempera­
tura  de incubacidn sobre el desarrollo de S. oureus
cepa 1143 en m ayonesas preparodas; A) con aceite de
pH 5.8
dias
en
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Figura RM 2 5 :Representocion g ra f ic a  de la  influencia de la tempe­
ratura de incubacidn sobre el desarrollo de S. aureus 
cepa 1173 en mayonesas preparadas; A) con aceite  
de o liva; 6 )  con aceite de girosol.
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Figure RM 26: Re presentee id^ n grofico de la influencia de le tempera­
tu re  de incubacidn sobre el desarrollo de S. oureus
cepa 1183 en mayonesas: A) preporadas con aceite de
olivo; B) preparadas con aceite de  girasol,
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Figura RM 2 8 : Voriociones en el crecimiento de S . oureus inocu- 
iodo en mayonesas segun el pH inicial
o»
uu.
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mayonesas preparadas  
con aceite de oliva.  
mayonesas preparadas  
con aceite de girasol.
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Tabla RM 1 ; Cooiparaciôn del valor medio del logaritmo de las UFC/g compu- 
tadas en un periodo de 7 dias en mayonesas incubadas a d ife -  
rentes teiq>eraturas.
CEPA
MAYONESA 
(a) P"
Temperatura de incubacidn
22°C 28°C 37 «C A4°C
0 5.3 7.7 7.7 7.9 6.5
S6 G 5.2 7.Z 7.1 7.2 6.3
0 5.2 7.7 7.1 7.2 6.6
100 G 5.15 7.3 6.9 7.2 6.1
0 5.3 7.85 7.5 7.4 7.0
137 G 5.2 7.5 7.2 6.5 7.15
0 5.0 5.6 5.7 4.3 1.5
472 G 5.0 5.24 5.7 4.7 5.6
0 5.8 7.4 7.2 7.1 6.8
472 G 5.8 6.4 6.4 6.1 5.4
0 5.2 7.8 7.95 7.3 6.4
913 G 5.2 7.9 8.1 7.6 6.6
0 5.8 8.1 8.1 7.55 7.3
1143 G 5.8 8.05 8.1 8.1 7.8
0 5.0 5.2 4.35 3.2 3.0
1173 G 5.0 4.9 4.9 4.3 0
0 5.3 7.9 8.1 7.4 7.3
1183 G 5.0 8.3 8.5 8.25 7.15
0 5.8 7.4 7.4 7.1 6.8
350 G 5.8 7.4 7.2 6.8 6.2
0 5.7 7.9 8.2 7.8 6.4
379 G 5.7 7.9 7.8 7.9 6.6
379 G 5.5 6.5 4.4 5.9 5.3
(a) 0: mayonesa preparada 
ace ite  de g ira s o l.
con ace ite  de o liv a ;  G: mayonesa preparada con
Tabla RM 2: Valor medio del logaritm o del numéro de UFC/g con taO iliza - 
dos en cada temperature a los d ife re n te s  valores de pH, 
con re fe re n d a  al ace ite  empleado en la preparaciôn de las 
mayonesas.
Temperotura de incu bacion
pH
22°C 28° C 37“C 44° C
G 0 G 0 G 0 G 0
4.0 0
4.5 0 0 0 0 0.3 0.3 0 0
4.8 1.6
4.9 0 4.4 0.8 0
5.0 6.1 5.4 6.3 5.0 5.2 3.8 4.2 1 .7
5.1 5.7
5.15 7.3 6.9 6.9 7.0 6.1
5.2 7.5 7.7 7.3 7.5 6.9 7.0 6.7 6.5
5.25 7.5
5.3 7.8 7.7 7.4 6.9
5.5 6.5 4.4 6.6 6.5 5.3
5.6 6.6 7.8
5.7 7.9 7.9 7.8 8.2 7.9 7.8 6.6 6.4
5.8 7.3 7.6 7.2 7.5 7.2 7.2 6.4 7.0
media 7.0 7.3 6.8 7.2 6.4 6.8 5.8 5.9
6: mayonesas preparadas con ace ite  de g i r a io l ;  0: mayonesas prepara- 
das con ace ite  de o liv a .
Tablo RM 3:Valores de pH fin a le s  reg is trados en las d ife ren tes  cepas durante 
cua tro  périodes de incubacidn y cuatro  temperatures d is t in ta s .
Dias de incubaciôn Temoeratura (°C)
CEPA A pHo
4 7 11 14 22 28 37 44
S6
0 5.3 4.3 4.5 4.5 4.0 4.7 4.6 4.5 4.3
G 5.2 4.3 4.7 4.1 4.6 4.8 4.7 4.7 4.5
100
0 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 5.2 4.9 5.0 4.9
G 5.15 5.2 5.1 4.7 4.8 5.1 5.0 5.1 5.0
137
0 5.3 4.9 5.0 4.3 4.1 4.9 4.9 5.0 4.8
G 5.2 4.9 5.0 4.1 4.9 4.9 4.9 5.0 4.8
350
0 5.8 4.9 NE 4.5 4.7 4.7 4.5
G 5.8 5.1 5.0 4.9 5.0 5.0 4.7
379
0 5.7 4.6 4.3 4.5 4.6 4.3 4.5 4.3 4.6
G 5.7 4.7 4.3 4.5 4.7 4.6 4.5 4.3 4.6
472
0 5.0 4.7 4.5 4.2 4.0 4.1 4.5 4.5 4.6
G 5.0 4.5 4.5 4.0 3.9 4.2 4.2 4.5 4.5
472
0 5.8 5.1 4.8 4.6 5.8 4.1 4.7 4.8 4.7
G 5.8 4.8 4.6 5.0 4.8 5.0
913
0 5.2 4.5 4.0 4.4 4.3 4.1 4.5 4.2
G 5.2 4.1 4.3 4.0 4.1 4.2 4.0 4.3 4.5
1143
G 5.8 4.9 4.9 4.1 4.9 5.0 4.9 4.8
G 5.8 5.0 5.0 4.0 5.1 5.2 5.0 4.9
1173
0
G
5.0
5.0 4.0
3.8
4.2
4.3
4.1
4.1
4.0
3.8
4.2
4.0
4.0
1183
0 53 4.6 4.6 4.5 4.6 4.5 4.6 4.6 . 4.3
G 5.0 4.9 4.6 4.5 4£ 5.5 4.6 4.5
A: Aceite empieodo en la preparacion de las mayonesas;0 :oliva; G;girosol. 
pHo.pH in icia l.
Inoculo  100.000 L 'FC /g
TablôRM A: Valor medio del logaritm o del numéro de UFCIg reg is tradas oe 
forma d ia r ia  a lo  largo de 14 dias incubaciôn.
Dias de incubaciôn
Cepa A pH 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
56
0
6
5.3
5.2
6.8
6.4
7.6
6.5
7.9
7.3
7.5
7.4
7.5
7.3
7.7
6.9
7.0
6.5
6.9
6.7
6.8
6.7
6.7
6.8
6.4
6.8
100
0
G
5.2
5.15
6.0
5.7 6.1
7.1
6.4
7.2
6.8
7.1
7.3
7.3
6.7
6.7
6.5
6.8 6.3
6.2
6.6
6.1
137
0
G
5.3
5.2
7.2
6.9
7.4
6.8
7.6 6.8
6.8
6.0
5.8
6.0
5.5
6.0
5.3
6.8
5.5
6.5
5.5
6.1
5.4
5.9
5.6
350
0
G
5.8
5.8
7.5 1 7.15 
7.7 1 6.6
7.1
6.4
6.9
6.6
6.8
6.3
6.4
5.4
6.1
5.2
6.3
5.4
6.0
5.0
5.9
4.9
6.0
4.7
379
0
G
5.7
5.7
8.0 i 7.8
8.0 i 7.9
7.8
8.2
7.5
7.9
7.6
8.0
7.4
7.2
-------
7.0
7.4
6.5 j 6.6
6.8 j 6.6
6.5
6.1
6.3
6.2
6.5
6.5
472
0
G
5.0
5.0
5.6 ! 5.4 
5.8 1 5.3
4.6
4.9
3.0
4.5
2.0
3.3
1.4 
2.0
0.5
0.3
1
!
472
0
G
5.8
5.8
7.0 1 7.0
6.1 ; 6.0
7.3
6.0
7.3
NE
7.2
5.7
7.0
5.7
6.5
5.3
6.7
5.7
6.7
5.7
6.0 16.0 
5.3 {5.0
6.5
5.0
913
0
G
5.2
5.2
7.3 1 7.5 
7.5 1 7.8
7.3 I 7.2 
7.6 1 7.5
7.2
7.4
7.0
7.0
6.9
6.5
6.7
6.1
6.5
5.6
6.4
5.4
5.8
5.4
6.0
5.4
1143
G
G
5.8
5.8
7.8 ! 7.8
7.8 1 7.9
7.5
8.0
6.8
7.9
8.1
7.7
7.9
7.6
7.8 i 7.2 
7.5 1 7.4
6.8
7.3
6.8
6.9
6.5
6.8
1173
0
G
5.0
5.0
4.7
4.9
4.4
4.3
4.0
4.2
4.9
3.7
4.3
3.0
4.0
3.0
3.7
2.6
3.0
2.6
2.3
2.2
1.9
2.4
2.0 
1.8
1.8 
1.8
1183
0
G
5.3
5.3
7.9
7.8
7.9
8.3
7.2
7.6
7.2
8.0
7.2
8.3
7.3
8.3
7.5
8.3
7.7
8.3
7.8
8.3
8.0
8.4
7.7
8.0
7.5
7.8
Temperature de incubaciôn: 37°C. A: ace ite  empleado en la  preparaciôn de 
las mayonesas; 0: o liv a ; G: g ira s o l.  :E : no estudiado.
labla RM5: Comparacion de la  enterotoxina cuantif icada per el mètodo ELISA 
(ng/100 g) producida por cada cepa a lo  largo de 14 dias de i £  
cubacion en mayonesas.
Periodo de incubaciôn
Cepa A pH EET 4 7 11 14
S6
0 5. 3 EEB 0 (7. 3) 0 (7. 9) 2.32 (7. 4) 4. 71 (7. 4)
G 5. 2 EEB 0 17. 0) 4. 0 (7. 2) 0 (7. 3) 0 (7. 1)
100
0 5. 2 EEA 35. 7 (7. 4) 180. 0 (7. 2) NE (7 . 0) 42 0 (7. 3)
G 5. 15 EEA 37. 8 (7 2 ) 45. 5 (7. 2) NE (6. 4) 29. 3 (7. 1)
137
0 5. 3 EEC 8. 28 (7 5) 7. 56 (7. 4) 20.0 (7. 0) 17 1 (7. 2 )
G 5. 2 EEC 4. 4 (7 5) 12. 5 (6 5) 20.0 (6 7) 0 36 (6 2 )
350
0 5. 8 EEB 30. 0 (7 4) 64. 8 (7 1) 29.9 (7 0) 48 7 (6 9)
G 5. 8 EEB 5 4 (7 1) 62 9 (6 8) 17.0 (6 8) 65 0 (6 7)
379
0 5 7 EEB 0 (7 8) 0 (7 8) 0 (7 9) 0 (7 8)
G 5 7 EEB 0 (8 0) 0 (7 9) 0 (8 0) 0 (8 0)
472
0 5 0 EED 0 (5 6) 0 (4 3) 0 (3 1) (2 3)
G 5 0 EED 0 (5 4) 0 (4 7) 0 (4 1) (2 0)
472
0 5 8 EED 15 68 (7 2 ) 22 0 (7 1) 20.0 (7 3) 26 1 (7 2)
G 8 EED NE NE NE NE
0 5 2 EEA 0 (7 5) 0 (7 3) 0 (7 61 0 (7 2)
913
EEC 0 0 0 42.1
G 5 2 EEA 6 3 (7 5) 0 (7 6) 0 (7 8) 0 (7 .6 )
EEC 7 5 0 0 66.0
0 5 8 EEC n o 0 (7 .8) 96 0 (7 .6 ) NE 4 .3 (7 .9)
1143
G 5 8 EEC 84 0 (8 .3) 129 5 (8 .1) NE 140J) (8 .0)
1173
0 5 0 EEB NE 0 (3 .2) NE NE
G 5 .0 EEB 0 (3 .4) 0 (4 .3) 0 (2 .4) 0 (4 .2 )
1183
0 5 .3 EEC 1 .72 (7 .8) 2 0 (7 .4 ) 2.99 (7 .6) 1 .68 (7 .6 )
G 5 .0 EEC 10 62 (8 .4) 0 (8 .3 ) 1.65 (7 .7) 1 .74 (8 .3)
Temperatura de incubaciôn; 37C. Los valores entre paréntesis indican 1 a 
media del logaritmo de UFC/g.
A: aceite  empleado en la  preparaciôn de las mayonesas; 0: o l iva ;  G: g i r a ­
sol.  EET: enterotoxina producida; NE; no estudiado.
Tabla RM6: Comparacion de la  enterotoxina cu antificada por el mètodo
ELISA (ng/100 g) producida por cada cepa a lo  largo de 7 dias
de incubaciôn a cuatro temperatures d ife ren tes  en mayonesas.
Temperatura de incubaciôn ( “O
Cepa A pH EET 22 28 37 44
0 5.3 EEB 9.7 (7 .7 ) 21.8 (7 .7 ) 0 (7 .9 ) 19.32 (6 .5 )
S6 G 5.2 EEB 8.5 (7 .2 ) 15.42 (7 .1 ) 4 .0 (7 .2 ) 35 .0 (6 .3 )
0 5.2 EEA 20.0 (7 .7 ) ^5.6 (7 .1 ) 180.0 (7 .2 ) 43.2 (6 .6 )
100 G 5.15 EEA 1.33 (7 .3 ) 56.4 (6 .9 ) ^5.5 (7 .2) 25.2 (6 .1 )
0 5.2 EEC 0.28 (7 .8 ) 4.12 (7 .5 ) 7.56 (7 .4 ) 8.58 (7 .0 )
137 G 5.2 EEC 5.5 (7 .5 ) 5.9 (7 .2 ) 12.5 (6 .5 ) 29.2 (7 .2 )
0 5 .8 EEB 10.6 (7 .4 ) 29.5 (7 .4 ) 64.8 (7 .1 ) 0.48 (6 .8 )
350 G 5.8 EEB 63.4 (7 .4 ) 39.2 (7 .2 ) 62.9 (6 .8 ) 53.6 (6 .2 )
0 5.7 EEB 0 (7 .9) 82.8 ( 8 .2 ) 0 (7 .8 ) 1.69 (6 .4 )
379 G 5.7 EEB 0 (7 .9) 39.2 (7 .8 ) 0 (7 .9 ) 0 (6 .6 )
0 5.0 EED 0 (5 .6 ) 0 (5 .7 ) 0 (4 .3 ) 0 (1 .5 )
472 G 5.0 EED 0 (5 .2) 59.9 (5 .7 ) 0 (4 .7 ) 29.75 (5 .6 )
0 5.8 EED 28.2 (7 .4 ) 10.23 (7 .2 ) 22.0 (7 .1) 33.0 (6 .8 )
472 G 5.8 EED (6 .4 ) 17.1 (6 .4 ) 42.9 (6 .1 ) 24.7 (5 .4 )
0 5.2 EEA
EEC
0
63.0
(7 .8 ) 0
165.0
(7 .9 ) 0
0
(7 .3 ) 0
63.0
(6 .4 )
913 G 5.2 EEA
EEC
0
0
(7 .9) 0
0
(8 .1 ) :
(7 .6 ) 0
0
(6 .6 )
0 5.8 EEC 100.0 (8 .1 ) 120.0 (8 .1 ) 96.0 (7 .6 ) 96.0 (7 .3 )
1143 G 5.8 EEC 70.0 (8 .1 ) 128.0 (8 .1 ) 129.5 (8 .1! 200.0 (7 .8 )
0 5.0 EEB 0 (5 .2) 9.22 (4 .4 ) 0 (3 .2 ) 0 (3 .0 )
1173 G 5.0 EEB 6.45 (4 .9) 16.8 (4 .9 ) 0 (4 .3 ) 0 (0 .0 )
1183
0 5.3 EEC 0 (7 .9) 7.44 (8 .1 ) 2 .0 (7 .4 ) 6.5 (7 .3 )
G 5.0 EEC 0 (8 .3) 19.5 (8 .5 ) 0 (8 .3 ) 18.48 (7 .2 )
Tiempo de incubaciôn: 7 d ias. Los valores entre paréntesis indican la  me­
dia del logaritmo de UFC/g.
A: aceite empleado en la  preparaciôn de las mayonesas; 0: o l iv a ;  G: g i r a ­
sol. EET: enterotoxina producida.
Tabla RI'17: Valores expresados en tanto por ciento con respecto al
mâximo de enterotoxina detectada en los d is t in to s  periodos 
de incubaciôn y a las d i fe ren tes  temperatures secretadas por 
cada cepa.
Dias de incubaciôn(37°C) Temperatura de incubaciôn
Cepa A pH (7 dias)
4 7 11 14 — Z 2 T - 28°C 37°C 44°C
S6
0 5.3 0 0 49.2 100 44.5 100 0 88.6
G 5.2 0 100 0 0 24.3 44.0 11.4 100
100
G 5.2 19.8 100 NE 23.3 11.1 25.3 100 24,0
G 5.15 83.1 100 NE 64.4 23.6 100 80.7 44.7
137
0 5.3 41.4 37.8 100 85.5 3.2 48.0 88.1 100
G 5.2 22.0 62.5 100 O.K 18.8 20.2 42.8 100
350
0 5.8 46.3 100 46.1 75.2 16.3 45.5 100 0.7
G 5.8 12.0 96.8 26.2 100 100 61.8 99.2 84.5
379
0 5.7 0 0 0 0 0 100 0 2.0
G 5.7 0 0 0 0 100 0 0
472
0 5.0 0 0 0 100 0 0 0 0
G 5.0 0 0 0 100 0 100 0 49.6
■
472
0 5.8 60.1 84.3 76.6 100 85.4 31.0 66.6 100
G 5.8 NE NE NE NE NE 39.9 100 57.5
0 5 .2 (1 ) 0 0 0 0 0 0 0 0
913
(2) 0 0 0 100 38.2 100 0 38.2
G 5 .2 (1 ) 100 0 0 0 0 0 0 0
(2) 11.4 0 0 100 0 0 ° 0
1143
0 5.8 100 87.3 ME 3.9 83.3 100 80.0 80.0
G 5.8 60.0 92.5 NE 100 35.5 64.0 64.7 100
1173
0 5.0 NE NE NE NE 0 100 0 0
G 5.0 0 0 0 0 38.4 100 0 0
1183
0 5.3 57.5 66.9 100 56.2 0 100 26.9 87.3
G 5.3 100 0 15.5 16.4 0 100 0 94.7
(1 ) :  EEA; (2 ) :  EEB; NE: no estudiado; A: aceite empleado en la prepara­
ciôn de las mayonesas; 0: o l iv a ;  G: g i ras o l .
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Tabla rm9 : Comparacion del va lor  del logaritmo de UFC/g registradas dia-  
riamente a lo  largo de 7 dias de incubaciôn con d is t in to s  va­
lores de pH, independientemente del ace ite  u t i l i z a d o .
Dias de incubaciôn
pHo 3 4 5 6 7
4 .5 0.42 0.41 0.22 0.15 0
4 .8 4.7 3.5 2.6 0 0
4.9 2.7 3.45 1.35 0.33 0.35
5 .0 5.14 4.44 4.23 2.65 1.42
5.15 6.6 6.93 7.31
5.2 6.53 6.56 6.64 6.5 5.92
5.3 7.61 7.93 7.4 7.26 7.82
5.5 6.6 6.83 6.46 6.4 5.96
5.6 6.4 6.4 7.32 7.02 7.07
5.7 7.98 7.87 7.97 7.73 7.77
5.8 7.47 7.21 7.18 7.21 6.84
Temperatura de incubaciôn: 37°C. Inoculo: 100.000 UFC/g
Tabla RMiO; Periodo de tiempo (exprèsado en dias) en que el
recuento de estafilococos alcanza 10^ y 10^ UPC/ g
en mayonesas. Concentraciôn de inôculo; 100.000 UFC/g
0 G
Cepa pH 10® lo" 10® 10^
se 5.2 1.5 3 2 4.5
100 5.15 3 5 4 6
137 5.25 3 ^ 1.5 3 1.5 3
350 5.85 8 1 2.5 1 2.5
379 5.7 5 7 ^ 1 1.5 1 1.5
472 5.0 5 0 ^ I J J :
472 5.8 5 8 ^ ^ ^ 1.5 3 3
913 5.2 5 2^ ^ 1 2.5 1 2.5
1143 5.8 5 8^ ^ 1 2 1 2
1173 5.05 0
I I I I
1183 5.3 5 0 ^ 1 2 1 2
b:  pH de l a s  mayonesas p r epa r adas  con a c e i t e  de g i r a s o l . 
a :  pH de l a s  mayonesas p r ep a r ada s  con  a c e i t e  de o l i v a .
C: mayonesas preparadas con aceite de o l iva ;  G: mayonesas preparadas 
con aceite  de girasol;  I ;  el recuento no alcanzô el va lor  indicado 
durante el periodo de incubaciôn.
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r e c L i e n r o  e n  p l a ç a  - P C A -  y  a g a r  d e  & a i  r  d - P a r  k e r  - B P - ) ,  l o  q u e  
v i e n e  d e m o s t r a d o  p o r  e l  t r a t  a m i e n t o  e s t a d / s t i c o  d e  
" c o m p a r a c i â n  d e  m é d i a s " .  T o d o s  1 o s  v a l o r e s  e x p r e s a n  l a  m e d i a  
e s t a d i s t i c a  d e  l a s  U F C / g  h a b i d o s  e n  s m b o s  m e d i o s .
L a  p r o d u c e !  d n  d e  e n t e r o t o : :  m a  s e  s e n a l a  e n  1 a s  t a b l a s  R r i 5 ,  
RM6.  L a  r e l a c i 6 n  d e  c e p a s  q u e  s e c r e t a n  c a d a  u n a  d e  1 a s  
e n t e r  D t o ; :  1 n a s  , a s f  c o m o  l a  m e d i a  d e  e n t e r  o t o x  i  n a  d e t e c t a d a  
( n g / l O û g j  s e  d a t a i  1 an  a c o n t i n u a c i d h ;
E n t e r o t o ; :  !  n a C e p a s M e d i a  d e  p r o d u c e ! d n  
( n g / l O O g  d e  m a y o n e s a )
-  EEA 1 0 0 ,  9 1 3 2 8 . 6
-  EES 5 6 ,  3 5 0 ,  3 7 9 ,  1 1 7 3 1 5 . 0
-  EEC 1 3 7 ,  9 1 3 ,  1 1 4 3 ,  1 1 8 3 3 6 . 5
-  EED 4 7 2 1 6 . 6
L a  c a n t  1 d a d  r r . ax i ma  r e g i s t r a d a  ( 2 0 0  n g / 1 0 0  g )  h a  c o r r e s p o n d !  o o  
a l a  c e p a  1 1 4 3  p r e p a r a o a  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l  e  i n c u b s d a  a 
4 4 * C  C u r a n t e  7 d T a s .
E s  c e  o e s t a c a r  l a  p r e s e n c i a  d e  e n t e r o t o x i n a  c u . a n d o  l a  m e d i a  
d e l  l o g a r i t m o  d e  U F C / g  t u e  c e  4 . 3  ( 2  l O T l . )  ( c e p a  4 7 2
i n . o c u l a d a  en  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  c e  o i i v a  e 
i  n c L . o a d a s  a 37®C d u r a n t e  1 *♦ c f a s i  /  c e  4 . 4  ( 2 . 5  1 0 ^  i i c e p a
1 1 7 3  1h o c u l a c a  e n  m a v o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a  e
i n c u o a d a s  a 2 c *  C C u r a n t e  7 d ' a s i .  En e s t o s  t r è s  c a s o s  e l
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ë l o r  i r . i c i ô l  d e  p h  - rue d e  Z . O .
f îQ lL is i l  d e_ lÊ _E roduççL^n_de_en tero tgx i.r.a_de_io rn }5_ indLy i.duaL
en_çada_çeea
a )  C e p a s  q u e  p r o d u c e n  e n t e r o t o x i n a  A ( EEA)
-*■ 1 0 0 :  p r o d u c e :  d n  m o d e r a d a m e n t e  a l t a ,  e x c e p t a  a 2 2 * C ,
e s p e c i a l  m e n t e  e n  may o n e s a s  o r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  
g i r a s o l .
+ 9 1 3 ;  n o  s e  d e t e c t e d  e n t e r o t o x i  n a  d e  t i p o  A e n  n i n g u n a
m a y o n e s a  ex  c e p  t o  en  a q u ^ l a s  q u e  s e  m a n t u v i  e r  o n  
c u a t r o  d T a s  e n  i n c u b a c i d n ,  a p e s a r  d e  q u e  1 o s  
v a l o r e s  c e  pH p e r m i t i e r o n  un  d e s a r r o l l o  a b u n o a n t e  
d e  l e s  mi  c r o o r g a n i  s m o s .  S i  n e m o a r g o  s i ’ q u e  s e  
s e c r e t a r o n  c a n t i d a d e s  e l e v a d a s  d e  EEC a t o d a s  l a s  
t e m p e r a t u r a s  m e n o s  a 3 ~ ' *C .
b ) C e p a s  q u e  p r o d u c e n  e n t e r o t o x i n a  B ( E E B ) .
-r 3 o :  n o  s e  c e t e c t d "  e n t e r o t o x i n a  p r o d u c i d a  t r a s  s i e t e
d f a s  d e  i n c u b a c i d n  a 37**C en m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  
c o n  a c e i t e  d e  o l i v a ,  m i e n t r a s  q u e  l a  c a n t i d a d  
r e g i s t r a d a  e n  1 a s  d e  a c e i t e  d e  g i r a s o l  t u e  b a j a .  No 
O b s t a n t e ,  s e  e m p e c d '  a o o s e r v a r  a l o s  i l  d f a s  d e  
i n c u b a c i d n ,  s i e n a o  l a  m d x i m a  c u a n t i  -r i  c a d a  a 1 o s  14 
d T a s  e n  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o i l  v a .  
F o r  e l  c o n t r a r i o  e n  a q u d l l a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e
- 3 3 9 -
d e  g i r a s o l  s i l o  s e  d e t e c t o  a l o s  7 d f a s .
■f 3 5 0 :  l a  c e p a  md s  p r o d u c t o r a  d e  e n t e r o t o x i n a  B e n  
m a y o n e s a s .  L a  EEB s e c r e t a d a  a 44®C e n  m a y o n e s a s  
p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a  f  u e  c a s i
d e s p r e c i  a b l e .
+  3 7 9 :  A 2 3 C s e  d e t e c t a r o n  c a n t i  d a d e s  i m p o r t a n t e s  d e  
e n t e r o t o x i n a ,  e s p e c i a l  m e n t e  e n  l a s  m a y o n e s a s  
p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a .  A n i n g u n a  o t r a  
t e m p e r a t u r a  d e  i n c u b a c i d n  p u d o  o b s e r v a r s e  l a
p r e s e n c i a  d e  E E B ,  e x  c e p  t o  a 4 4 ® C ,  d o n d e  - f ue  e s c a s a .
+  1 1 7 3 :  E l  pH d c i d o  a l  q u e  l a s  m a y o n e s a s  i  n o c u l a d a s
c o n  e s t a  c e p a  - f u e r o n  p r e p a r a d a s  i m p i d i d  l a
c o m p a r a c i d n  e n  t d r m i n o s  d e  p r o d u c c i d n ,  y a  q u e  n o  s e
p r o d u j o  u n  c r e c i  mi  e n t o  su- f  i  c i  e n t e .  No o b s t a n t e ,  e s
d e  s e n a l a r  q u e  s e  d e t e c t d  l a  p r e s e n c i a  o e  
e n t e r o t o x i n a  a 2 8 ® C  c u a n d o  l a  m e d i a  d e l  l o g a r i t m o
d e  U F C / g  f u e  d e  4 . 4  y  4 . 9  e n  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  
c o n  a c e i t e  d e  o l i v a  y  c e  g i r a s o l , r e s p e c t i v a m e n t e .  
T a m b i S n  s e  c o n s t a t d  l a  p r e s e n c i a  d e  EEB a 22®C en  
m a y o n e s a s  p r e w a r a d a s  c o n  a c e i t e  o e  g i r a s o l  c u a n c o  
l a  m e d i a  d e  1 a s  uFC f u e  1 i  q e r a m e n t e  i n f e r i o r  a 
1 0 0 .  i l 'O' j  /  g .
c )  C e p a s  q u e  p r o d u c e n  e n t e r o t o x i n a  C ' . E E O .
En t d r m i  n o s  o l o P a l e s ,  a q u i "  s e  i n c l u v e n  l a s  c e p a s  mds
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p r o d u c t o r a s .
+ 1 3 7 :  p r o d u c c i d n  m o O e r s d a  e n  g e n e r a l ,  e x c e p t e  t r a s  14
d i a s  d e  i  n c u b a c  i  dl'i a 37-®C en  m a y o n e s a s  p r e p a r a a a s  
c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l ,  d o n d e  s e  r e g i s t r e  u n a  
c a n t i d a d  e s c a s a  d e  p r c d u c c i u n .
+ 9 1 3 :  u n i c a  c e p a  b i - p r o d u c t o r a  e s t u d i  a d a .  Se d e t e c t d "
m a y o r  c a n t i d a d  d e  EEC q u e  d e  EEA.  A 2 8 ® C  l a  
c a n t i d a d  r e g i s t r a d a  t u e  muy  e l e v a d a  e n  l a s
m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a ,  d o n d e  l a
s e c r e c i d n  t u e  a p r e c i a b l e  e n  t o d a s  l a s  t e m p e r a t u r e s , 
e x c e p t o  a 3 7 ®  C ( s d l o  d e t e c t a b l e  t r a s  14 d f a s  d e  
i  n c u b a c i  cfn ) . P o r  e l  c o n t r a r i o ,  l a  p r o d u c c i ( £ n  e n  
m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  o e  g i r a s o l  f u e  muy
i n t e r i o r .  s i e n d o  n u l  a a t o d a s  1 a s  t e m p e r a t u r a s , en
p e r i o d o s  o e  t i e m p c  i n f e n o r e s  o i g u a l e s  a 7 a i ' a s ,  
r e g i  s t r ^ n d o s e  S u l o  a 3 7 ® C t r a s  14 d f a s  d e  
i  n c u b a c i d h .
r  1 1 4 3 :  l a  c e p a  mais p r o d u c t o r a  d e  1 a s  e s t u d i  a d a s .  Se
d e t e c t a r o n  c a n t i d a c e s  e l e v a d a s  d e  EEC e n  t o d o  
m e m e n t o ,  e x c e p t o  e r a s  14 d i a s  a 3 7 * C .
1 1 8 3 :  c e p a  p o c o  p r o d u c t o r a ,  a p e s a r  b e  r s g i s t r a r s e
v a l o r e s  e l e v a c o s  d r  r s c u e n t c .  A 2 2 n o  s e  p u d o  
d e t e c t a r  p r o d u c c i i n .
d )  C e o a s  q u e  p r o d u c e r ,  e n t e r o t o x i n a  D i EEC.  .
- 3 4 1 -
4 7 2 :  d n i c â  c e p a  e s t u P i a d a  q u e  p r o d u c e  e s t a
e n t e r o t c x  i  n a .  h  3 7 ®  C s û l o  s e  r e g i s t r t f  p r o d u c c i c J h  
t r a s  14  d i a s  d e  i n c u b a c i ô n  e n  a q u e l 1 a s  m a y o n e s a s  
p r e p a r a d a s  t a n t o  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a  c o m o  d e  
g i r a s o l ,  c u y o  pH i n i c i a l  f u e  d e  5 . 0 .  En u n  v a l  o r  d e  
pH d e  5 . 8  l a  p r o d u c c i d n  f u e  m o d e r a d a .
B . 1 .  I N F L U E N C I A  DEL  pH DE L A  MAYONESA
E l  pH e s  u n o  d e  l o s  p a r é T m e t r o s  q u e  a f e c t a n  d e  f o r m a  mas
n o t o n s  e l  c r e c  i  mi  e n t o  d e  l o s  e s t a f i l o c o c o s  e n  l a  m a y o n e s a .
En g e n e r a l ,  s e  p u e d e  a p r e c i a r  u n a  g r a n  d i f e r e n c i a  e n t r e
a q u e l 1 a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  a u n  pH s u p e r i o r  o  i g u a l  a  5 . 1 ,  
y  a q u é l l a s  c u y o  pH e r a  d e  5 . 0  ô  i n f e r i o r .  E s t a  d i f e r e n c i  a 
v i e n e  e x p r e s a d a  e n  t ^ r m i n o s  e s t a d T s t i c o s  p o r  l a  " c o m p a r a c i d n
d e  o o s  m é d i a s "  y  s e  h a  e s t a b l e c i  d o  e n  1 4 . 5 4 ,  v a l o r  muy
s u p e r i o r  a 2 . 6  q u e  r e p r e s e n t a r i a  d i f e r e n c i  a s  s i g n i f i c a t i v e s
e n  u n  i  n t e r v a l o  d e  c o n f i a n t  a d e l  99%.
L a  r e p r e s e n t e d  d n  g r a f  i  c a  a  n i v e l  g e n e r a l  o e  l a s
m o c i f 1 c a c i o n e s  e n  l o s  v a l o r e s  d e  l o s  r e c u e n t c s  t a l  y  c o mo  s e  
a f e c t a n  p o r  l a s  v a n a c i o n e s  d e  pH v i e n e n  e x p r e s a d o s  e n  l a  
f i g u r a  R M2 3 ,  e n  l a  c u a l  s e  o b s e r v a  c o m o  l a  m e d i a  d e  l e s  
l o g a r i t m o s  d e  1 a s  U F C / g  h a b i d a s  e n  e l  t o t a l  d e  o r a . s  d e
i n c u b a c i d n  s e  m a n t i e n e  p o r  d e P a j o  d e  2  c u a n d o  e l  pH o s e i 1 d
e n t r e  4  y 4 . 9 .  A pH 5 . 0  l a  m e d i a  d e l  l o g a r i t m o  f u e  d e  4 . 3 9 ,
mi  e n t r  a s  q u e  y a a pH 5 . 1  e s t a  f u e  o e  5 . 7 .  E l  c r e c i m i e r . t o
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(Tiâximo registrado fue a pH 5.7 (5.1 10^ ).
L a  i n f l u e n c i a  q u e  e s t e  p a r a î r i e t r o  e j e r c e  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1 o 
d e  l a s  d i s t i n t a s  c e p a s  d e  S ^ _ a u r e u s  s e  e x p r e s a  e n  l a s  
f i g u r a s  RM6,  R M 7 , R M1 2 ,  R M 1 3 ,  RM15 y  RM27 .
E s  d e  s e n a l a r  q u e  l a s  d i f e r e n c i a s  o b s e r v a d a s  a v a l o r e s  d e  pH
s u p e r i  o r e s  o  i g u a l e s  a 5 . 1  n o  s o n  e n  n i n g u h  modo
SI g n i  f  i  c a t i  v a s . y  t a l  c o m o  s e  a p r e c i a  e n  l a  m a y o r î a  d e  l o s
c a s o s ,  l a s  r e p r e s e n t a c i  o n e s  g r a f i c a s  s o n  s u p e r p o n i b l e s .
En n i n g u n a  d e  1 a s  c e p a s  e n  1 a s  q u e  s e  a n a l i z d "  e l  c r e c i  mi  e n t o  
a v a l o r e s  d e  pH d e  4 . 0  s e  p u d o  d e t e c t a r  n i n g u n a  c d l u l a  c o n  
a c t i v i d a d  v i t a l .  E s t e  h e c h o  s e  r e p i  t i  c u a n d o  s e  e s t u d i  d  a pH
4 . 5 .  e x c e p C l d n  h e c n a  d e  l a  c e p a  1 3 7  i n o c u l a d a  e n  m a y o n e s a s
p r e p a r a c a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l ,  d o n a e  s e  c o n t a b i 1 i : a r o n  d e
1 0 0 0  a 50C/0 L F C / ' g  t o d a v f a  e n  e l  o T a  5 ,  p e r o  n o  en  e l  d i  a 6 ;  
a s f  como d e  1 a 3 7 9  i n o c u l a d a  e n  m a y o n e s a  p r e p a r a d a  c o n  a c e i t e  
c e  o l i v a .
En e l  1 n t e r v a l o  d e  pH c o m p r e n d i  o o  e n t r e  4 . 3  y  5 . 0 ,  af f i bos
i n c l u s i v e ,  s e  p u d i e r c n  d e t e c t a r  c € l u l a s  e s p a c e s  d e
o e s a r r c l l a r  c o l o n i a s  en  t o c a s  l a s  c e p a s  d o n d e  ^ s t o  s e
e s t u d i ô .  SI  b i e n  e l  n d m e r o  d e  u n i  c a d e s  f  o r m a d o r a s  d e  c o l o n i a s  
i n i c i â l e s  no s e  v i o  e n  n i n g u n  m o m e n t o  i  n c r e m e n t a o o .  I n c l u s o  
e n  l a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  q i r a s o i  c o n  un  
.al o r  c e  p-'-i o e  4.5 c o n t  ami n a c a s  c o n  la c e p a  Sa n o  s e  o u o o  en
n i  " d u r ,  iT.o.Terto -soistrar alcuna u F C o .  En l a s  - 1 c u r a s  RM29 se
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r e p r e s e n t a n  l a s  m e c i a s  o e  l o s  v a l o r e s  g l o b a l e s  r e g i s t r a d o s  e n  
c a o a  d f a  e n  c a d a  v a l o r  d e  p H ,  s i n  c o n s i d e r a r  l a  c e p a  d e  
S ^ a u r  e u s  q u e  o r i g i n d ” d i c h o  c r e c i  mi  e n t o .  F o r  l o  g e n e r a l  , l o s  
v a l o r e s  d e  r e c u e n t o  v a n  d e s c e n d ! e n d o  p r o g r e s i v a m e n t e  h a s t a
q u e  e n  e l  c u a r t o  o q u i n t o  d i a  s 6 l o  s e  c o n t a b i 1 i z a n  d e  1 0 0  a
1 0 0 0  U F C / g .
H a y  q u e  d e s t a c a r  e l  h e c h o  d e  q u e  c o n  u n  v a l o r  d e  pH d e  5 . 5  e l  
c r e c i  mi  e n t o  en  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  ex  a m i  n a d a s  e x p e r i m e n t d "  u n  
d e s c e n s o  c o n  r e s p e c t o  a o t r o s  v a l o r e s  d e  pH p r o x i m o s  ( 5 . 3  y
5 . 7 ) .  E s t a  c i r c u n s t a n c i  a s e  p u s o  d e  m a n i - f i e s t o  c o n  m a y o n e s a s  
p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  t a n t o  d e  o l i v a  c o m o  d e  g i r a s o l ,  c o n  l a s  
d o s  c e p a s  e n  l a s  q u e  s e  e x  a m i n d "  d i c h o  f e n d m e n o  <137  y  3 7 9 )  y  
a l a s  c u a t r o  t e m p e r a t u r a s  e x p é r i m e n t a l e s .
A s f  mi s .T i o ,  p a r e c e  h a b e r  u n a  c l  a r  a d e p e n d e n c i  a e n t r e  e l  t i p o
d e  a c e i t e  e m p l e a d o  è n  l a  t a b r i c a c i d n  d e  1 a m a y o n e s a  y  e l
v a l o r  d e  pH q u e  p e r m i t e  e l  c r e c i m i e n t o  y  miul  t i p l i c a c i d n  d e  
l o s  e s t a f i l o c o c o s .  En  l a  t a b l a  RM2 s e  e x p r e s a  c o m o  a v a l o r e s  
d e  pH i n f e n o r e s  o i g u a l e s  a 5 . 0  y  e n  t o d a s  l a s  t e m p e r  a t u r a s , 
1 a s  m a y o r e s  c i f r a s  d e  r e c u e n t o  s e  r e g i s t r a r o n  en  l a s  
m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l .
En c u a n t o  a 1 a s  r e l  a c i  o n e s  e n t r e  e l  pH y o t r o s  p a r o ' m e t r o s ,  en  
la c e p a  3 7 9  d o n d e  s e  e s t u d i  d" e l  e f e c t o  c o m b i n a d o  d e l  pH
i n f e r i o r  a  5.0 y d e  l a  t e m p e r a t u r a  s e  p u d o  e s t a b l e c e r  c u e  
sûlo s e  c e t e c t a b a n  c é l u l a s  v i  a o l  e s  c u a n o o  l a  teiTiPer  a t u r a  e r a  
de  3 7  *C, p e r o  no d e  2 2 ,  2 8  d  4 4  ©C. No o b s t a n t e ,  e s t a
— 344—
r  e  i  a  2 : cfi = i ' . z  t i e - . u  l . i ç s r  e n  e s t e  v a ;  o r  c e  p H .
El  v a l o r  c e i  i n d c u l o  i r . i c i a i  no p a r  e c e  r e p r e s e n t a r  un a  g r  an
i n f l u e n c i a  s c o r e  1 a s  c i f r a s  a e  r e c u e n t o  r e g i s t r a d a s ,  como
p a r e c e  d e m o s t r  a r  l a  c i . n ê t i c a  d e l  d é s a r r o i  l o  en  l a  c e p a  4 7 2
( f  1 d u r  a nT 1 4 ) ,  en l a  c u a l  s e  d e t e r m i r , c T  cômo s e  v e T a n  e s t e s  
v a l o r e s  a f e c t a c c s  p o r  un i n d c u l o  i n i  c i  a l  d e  5 0 . 0 0 0  v os  
l OO. O ' j O J F 2 , ' g .
uà  p r o d u c c i  dh d e  en t e r  o _ox i n a s  (R~:2,  f u e  n u l  a c u a n d o  e l
v a l o r  oe  p H  i n i  c i a l  s e  a j u s t o  a  4 . 9  d  i n f e r i o r .  C u a n d o  e l  pH 
1 n i  Cl  a l  f u e  oe  5 . 0 ,  l a  c a n t i d a o  r e g i s t r a d a  f u e  muv e s c a s a ,
a e o i c û  p r i n c i p a l  m e n t e  a l a  f a l  t a  de  c r e c i m i e n t o , e x c e p t o  en
l a  c e p a  4 7 2  a 2 3  y a U 9 ° C  en m a v o n e s a s  p r e p a r a d a s  con  a c e i t e  
de  ç i r a s o l .  S i  n e i mba r go .  no  se  p u d o  d e t e c t a r  EEû e n  a q u e l  l a s  
.mayonesas  p r e p a r a d a s  cpn a c e i t e  oe  o l i v a  a p e s a r  de  que  l a  
m e o i a  ce  1 as  L F 2. g f u e  s . t i l a r .
c omp a r  a r  1 a . t . ec ia  es  l a  e n t e r o t o x i n a  p r o d u c i d a  en 1 os  dos
v a l o r e s  ce  pri i r . i c i a .  c on l o s  que  ■‘ u e r o n  p r e p a r a d o s  1 a s  
,T.a x c n e s a s  ; n o c u l  a c a s  c p n  1 a c e p a  4  7 2  s e  O D S e r v a  que  l a
p r o c u c c i d n  f u e  s u p e r i o r  e n  e l  v a l o r  m^s e i e v a d o  c e  o r . s i  
d 1 en észz  o u c i e ^ a  r  a r 1 e ' a -  .. i  c r ' e c i  rr.i e n t o  ,td s  s i o n i f i c a t i v c .
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E s  c o n v e n i  e n t e  r e s a l t a r  q u e  t r a s  s i e t e  d f a s  d e  i n c u b a c i d n  a 
2 8  ® C  e n  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l ,  l a  
c a n t i d a d  m e d i a  d e  EED p r o d u c i d a  f u e  d e  5 9 . 9  n g / g  c u a n d o  e l  pH 
i n i c i a l  f u e  d e  5 . 0 ,  d o n d e  e l  l o g a r i t m o  d e  U F C / g  f u e  d e  5 . 7 ,  
mi  e n t r a s  q u e  e l  v a l o r  c o r r e s p o n d i e n t e  a  pH i n i c i a l  d e  5 . 8  f u e  
d e  1 7 . 1  n g / g ,  s i e n d o  l a  m e d i a  d e  U F C / g  d e  2 . 5  x 1 0 ^ .
En l a  c e p a  1 1 7 3  ( p H  5 . 0 ) ,  a l  i g u a l  q u e  e n  l a  4 7 2 , n o  s e  
r e g i s t r t f  e n t e r o t o x i n a  p r e s e n t e  t r a s  7  d f a s  d e  i n c u b a c i ô n  a 37® 
C,  p e r o  s f  a 2 8  ®C e n  a m b o s  t i p o s  d e  m a y o n e s a ,  y  a 2 2 ®C e n  
a q u e l l a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l ,  a u n q u e  e l  
c r e c i m i e n t o  o b s e r v a d o  s e  m a n t u v o  s i e m p r e  i n f e r i o r  a 1 0 0 . 0 0 0  
U F C / g . No s e  p u d o  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  d e  n i n g u n o  d e  l o s  d o s  
t i p o s  ( EEA <£ EEC)  c u a n d o  l a s  m u e s t r a s  e r a n  i n c u b a d a s  a 3 7  n i  
a 4 4  ® C ,  n i  t a n  s i  q u i  e r a  t r a s  14  d f a s  d e  i n c u b a c i d n  e n  e l  
p r i m e r e .
En c u a n t o  a l a  p r o d u c e  i  d h  d e  e n t e r o t o x i n a  e n  r e l a c i d ' n  c o n  e l  
pH y  l a  t e m p e r a t u r a  d e  i n c u b a c i o ' n ,  c u a n d o  e l  v a l o r  d e  pH 
1 n i C l a l  f u e  d e  5 . 0 ,  s d l o  s e  d e t e c t o  p r o d u c c i d h  a  28®C y  a 44® 
C ,  s i e n d o  l a  s i n t e s i s  e n  e s t a  s e g u n d a  t e m p e r a t u r a  muy  
i n f e r i o r  a l a  p r i m e r a .  En i  g u a l d a d  o  s u p e r i o n  d a d  o e  
c r e c i m i e n t o  a p e n a s  s e  p u d o  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  a l g u n a  a 2 2 ®  
C.
B . 2 .  i n f l u e n c i a  DE L A  TEMPERATURA DE I N C UB AC I O N
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Er. l a s  - f i g u r a s  RM!  6 ,  RMl  7 , RM 18 , R M1 9 ,  R M1 5 ,  RM20 , RT121 ,
R M 2 2 ,  R M 2 3 ,  R M 2 4 , RM25 y  RM26 s e  r e p r é s e n t a  l a  i  n-f 1 u e n c  i  a q u e
e j e r c e  e s t e  p a r i f m e t r o  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  d e  1 a s  d i s t i n t a s
c e p a s  d e  S ^ _ a u r e u s .  I  g u a l  m e n t e , e n  l a  t a b l a  RMl  s e  e x p r e s a  e l  
v a l o r  m e d i o  o b t s n i d o  e n  a m ü o s  m e d i o s  d e  r e c u e n t o  y a l o  l a r g o  
d e  s i e t e  d i a s  d e  i n c u b a c i d n  d e  1 o s  r e c u e n t o s  h a b i d o s ,  
e s t a b l e c i e n d o  c o m p a r a c i o n e s  e n t r e  1 a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  
c o n  l o s  d o s  t i p o s  d e  a c e i t e  y  s o m e t i e h d o l a s  a l a s  d i s t i n t a s
t e m p e r a t u r a s  d e  i n c u b a c i d n .  T a l  c o m o  s e  a p r e c i a  en  d i c h a  
t a b l a ,  e l  c r e c i m i e n t o  mds  p o b r e  q u e  s e  r e g i s t r d  f u e  a 4 4 * C , 
e x c e p t o  e n  l o s  c a s o s  d e  1 3 7 - G  y  4 7 2 - 3 ,  pH 5 . 0  ( s i e n d o  i n c l u s o  
muy  s u p e r i o r  a l  r e g i s t r a d o  a 3 7 ® C y 1 i  g e r a m e n t e  i n f e r i o r  a l  
o b s e r v a d o  a 2 8  ® C ) y  e n  3 7 9 - 3 ,  pH 5 . 5  ( d o n d e  a l c a n c d  u n  
r e c u e n t o  s u p e r i o r  a  2 E * C  p e r o  i n f e r i o r  a  3 7 ^ .  E s  d e  s e n a l a r  
q u e  en  l o s  t r è s  c a s o s  s e  t r a t a b a  d e  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  
a c e i t e  d e  g i r a s o l .
E l  v a l o r  m e d i o  g l o b a l  ma s  a l t o  h a  c o r r e s p o n d i d o  a 2 2 ® C ( 7 . 3  y 
7 . 0 8  p a r a  l a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  o e  o l i v a  y  d e  
g i r a s o l  r e s p e c t i v a m e n t e ) ,  s i  b i e n  e n  v a r i a s  c e p a s ,  e l  
d é s a r r o i  1 o  f u e  s u p e r i o r  a 2 3  q u e  a 22®C ( 8 6 ,  4 7 2 - ü , 9 1 3 ,  
1 1 4 3 - G ,  1 1 3 3 ,  3 7 9 - 0 )  ( f i g u r a  R M 2 7 ' .
S û l o  l a  c e p a  8 6 ,  e n  1 a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e
o l i v a ,  m a n i f e s t d '  u n  c r e c i  mi  e n t o  d p t i m o  a 3 7 ® C .  En t o d o s  l o s  
d e m d s  c a s o s  h a  o c u p a d o  u n  s e g u n d o  . 5 / 2 3 )  , u n  t e r c e r  ' .15 /  2 3 )  e 
i n c l u s o  'un c u a r t o  l u g a r  ( 2 / 2 3 ) .  L a s  c e p a s  q u e  e x h i b i e r o n  un  
r e c u e n t o  i n f e r i o r  a 3 7 ®C f u e r c r ,  1 3 7 - 5  y 4 7 2 - G , pH 5 . C .
-347-
L o s  v a l  o r e s  m e d i o s  g l o b a l e s ,  i n d i s t i n t a m e n t e  d e l  c r e c i m i  e n t o  
h a b i a o  e n  c a d a  u n a  d e  l a s  c e p a s ,  s e  r e p r e s e n t a n  e n  l a  f i g u r a  
R M 2 7 , l a  c u a l  v i e n e  a c o n f i r m e r  l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o :  e l  
c r e c i m i e n t o  mas  e i e v a d o  s e  p r o d u j o  a 2 2  ® C e n  a q u e l 1 a s  
m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a ,  s e g u i d a  d e  1 a s
p r e p a r a d a s  c o n  e l  mi  s mo  a c e i t e  e  i n c u b a d a s  a 2S ® C .  E l
c r e c i m i e n t o  e n  l a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l  
s i e m p r e  f u e  i n f e r i o r ,  a l  c o n s i d e r a r  l a  m i s m a  t e m p e r a t u r a  q u e  
1 a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  o l i v a ,  s i  b i e n ,  i n d i v i d u a l  m e n t e ,
e n  l a s  c e p a s  S 6 , 1 3 7 - G ,  3 7 9 ,  pH 5 . 7 ,  9 1 3 ,  1 1 4 3 ,  1 1 7 3  y  1 1 6 3
s e  r e g i s t r a r o n  v a l o r e s  s u p e r i o r e s  e n  1 a s  p r e p a r a d a s  c o n
a c e i t e  d e  g i r a s o l , a l  m e n o s  e n  a l g u n a  t e m p e r a t u r a .
En c u a n t o  a  l a  c i n ^ t i c a  d e  l a  r e p r o d u c c i d n  a d i s t i n t a s  
t e m p e r  a t u r a s , a 44®C s e  a l  c a n :  a n  a n t e s  l o s  v a l o r e s  m ê fx i mos  d e  
r e c u e n t o , p e r o  t a m b i d n  e m p i e c a n  a d e s c e n d e r  a n t e s  q u e  a 1 a s
o t r a s  t e m p e r a t u r a s .  En c o n t r a p o s i c i d h ,  a 22®C e l  c r e c i m i e n t o
e s  msTs p r o l  o n g a d o  y  maTs u n i f o r m e ,  l o  q u e  p o d r f a  j u s t i  f  i  c a r
q u e  l a  m e d i a  g l o b a l  f u e r a  s u p e r i o r  e n  e s t a  t e m p e r a t u r a .
L a  r e l a c i d ' n  e n t r e  l a  t e m p e r a t u r a  y e l  v a l o r  d e  pH v i e n e n
e x p r e s a d o s  en  l a  t a b l a  RM3.  T a l  y c o m o  s e  e x p u s o  méTs a r r i b a ,
a v a l o r e s  d e  pH i n f e n o r e s  a 5 . 0  l a  d m  c a  t e m o e r a t u r a  q u e
p e r m i t i d  l a  d e t e c c i d h  d e  c d l u l a s  c o n  a c t i v i a a d  v i t a l  f u e  3 7 ‘
C u a t r o  t e m c e r a t u r a s  e s t u d i a d a s  s e  o b s e r v ;
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p r o d u c c i d . i  o e  e n t e r o t o x i n a .  L o s  v a l o r e s  maCx i  mos  d e t e c t a o o s  en  
c a d a  t e m p e r a t u r a  s e  e x p r e s a n  d e  - f o r m a  r e s a l t a d a  e n  l a  t a b l a  
RM6.  T a l  y c o m o  s e  a p r e c i a  e n  d i c h a  t a P l a ,  a 2 2  l a  c a n t i d a d  
m i x i m a  - f ue  s i  n t e t i  c a d a  p o r  l a  c e p a  1 1 4 3  ( E E C ) ,  c e p a  muy 
p r o d u c t o r a  e n  t é r m i n o s  g e n e r a l  e s ; a 2S®C f u e  l a  c e p a  9 1 3  l a  
q u e  s e c r e t d  m a y o r  c a n t i d a d , l o  q u e  e s  s o r p r e n o e n t e , d a d o  e l  
b a j o  f  n d i  c e  d e  s e c r e c i t S n  d e  d i c h a  c e p a  e n  o t r a s  
c 1 r c u n s t a n c i a s .  A 3 7  *  C f u e  l a  c e p a  1 00  l a  q u e  m o s t r 6  u n a  
p r  o d u c c i  o n  ms's e l e v a d a  ( 1 8 0 . 0  n g / 1 0 0  g ) , mi  e n t r a s  q u e  a 44® C 
s e  d e t e c t d '  m a y o r  c a n t i d a d  c e  e n t e r o t o x i n a  e n  1 a s  m a y o n e s a s  
i n o c u l a d a s  c o n  l a  c e p a  1 1 4 3 .
En l a  t a b l a  Rr i7 s e  e x p r e s a  e l  p o r e  e n t a  j e  d e  p r o d u c c i d n  c o n  
r e s p e c t o  a l  mi ax i mo  h a b i d o  p a r a  u n a  m i s m a  c e p a  y a c e i t e .  L a  
t e m p e r a t u r a  d p t  i  ma d o n e e  s e  d e t e c t d "  e l  v a l o r  mox im. o  d e  
p r o d u c c i o n  c o r r e s p o n d i d "  a 2S®C ( 6 1 . 6 5 % )  , m i e n t r  a s  q u e  l a  p e o r  
s e  e s t a b l e c i t j  e n  2 2  ®C ( 2 2 . 7 % ) ,  c o r r  e s o o n d i  e n d o  3 5 . 8 5 %  y  48% a 
1 o s  o o r c e n t a j e s  p a r a  37  v 4 4 * C,  r e s p e c t ; v a m e n t e .
No f u e  p o s i b l e  d e t e c t  a r  e n t e r o t o x i n a  p r e s e n t e  e n  m a y o n e s a s  
1n c u o a o a s  a 2 2  ® C ; n o c u l a d a s  c o n  d i v e r s a s  c e p a s :  3 7 9 ,  4 7 2  pH 
5 . 0 ,  1 1 3 3 ,  9 1 3  y  1 1 7 3 - 0 .
Da 1 g u a l  f o r m a ,  t a m p o c o  s e  p u d o  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  c u a n o o  
l a  i n c u b a c i d n  s e  r e a l  :  :  d"  a 2 8 ^  e n  m a y o n e s a s  i  r . o c u l  a c a s  c o n  
l a s  c e p a s  4 7 2 - 0  pH 5 . 0 ,  9 1 3 - 0  ( a u n q u e  c u a n d o  e l  a c e i t e  e r a  Oe
g i r a s o l ,  l a  c a n t i d a d  d e t e c t a d a  f u e r a  muy e l e v a d a ) .  Se o b s e r v d "  
u n  mgx 1 mo d e  p r o d u c c i d î n  en  l a s  c e p a s  3 7 9 ,  4 7 2 - 5  pH 5 . 0 ,  1 1 7 3 ,
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1 1 8 3 ,  S 6 - 0 ,  1 0 0 - G ,  9 1 3 - G  y  1 1 4 3 - 0 .
A 3 7  ® C l a  p r o d u c c i d h  n o  f u e  muy  e l e v a d a ,  s i e n d o  l a
t e m p e r a t u r a  d p t  i  ma p a r a  l a s  c e p a s  1 0 0 —0 ,  3 5 0 ,  4 7 2 - G  pH 5 . 8 .  
No s e  r e g i s t r d  s e c r e c i d h  e n  l a s  c e p a s  3 7 9 ,  4 7 2  pH 5 . 0  ( h a s t a  
e l  d f a  1 4 ) ,  9 1 3 ,  1 1 7 3 .  En t d r m i n o s  g e n e r a l  e s  n o  e s  u n a  
t e m p e r a t u r a  e n  l a  q u e  l a  EEB s e  s i n t e t i c e  d e  f o r m a  n o t a b l e .
C u a n d o  l a  t e m p e r a t u r a  d e  i n c u b a c i d n  f u e  d e  44®C n o  s e  d e t e c t d  
l a  p r e s e n c i a  d e  e n t e r o t o x i n a  e n  1 a s  c e p a s  3 7 9 ,  4 7 2 - 0  p H  5 . 0 ,  
9 1 3 - 0  y  1 1 7 3 ;  a u n q u e  f u e  m a x i m a  e n  l o s  c a s e s  d e  1 3 7 ,  S 6 - G , 
4 7 2 - 0  pH 5 . 8  y  1 1 4 3 - G .
B . 3 .  i n f l u e n c i a  DEL T I P O  DE A C E I T E  U T I L I Z A D O  EN LA
PREPARACI ON DE LA S  MAYONESAS
E l  t r a t a m i e n t o  o e  " c o m p a r a c i d n  d e  d o s  m e d i a s "  d e m u e s t r a  q u e  
n o  e x i s t e  d i f e r e n c i a  e s t a d f s t i c a  e n t r e  l o s  v a l o r e s  Oe
r e c u e n t o  h a b i d o s  e n  1 a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a m b o s  t i p o s  
d e  a c e i t e  ( t =  1 . 0 o 4 ) .  No o b s t a n t e  y  c o m o  y a  s e  h a  m e n c i o n a o o  
c o n  a n t e r 1 o n  d a d  s f  q u e  e x i s t e  d i f e r e n c i a  c u a n d o  e l  pH e r a  
i n f e r i o r  o  i g u a l  a 5 . 0  ( t a b l a  R M 2 ) . E s t a  d e s i g u a l d a d  c e  
c r e c i m i e n t o  e s  m®s m a m  f i e s t a  e n  l o s  v a l o r e s  d e  pH d e  5 . 0  y 
4 . 9 .  En e l  p r i m e r o  s e  a p r e c i a  c o m o  l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  
x e d i a  Ce 1 a s  U F C / g  r e g i s t r a c a s  e n  m a y o n e s a s  p r e p r a r a o a s  c o n  
u n o  y  c t r o  a c e i t e s  y  c o n t s m i n a d a s  c o n  1 a s  c e p a s  4 7 2 ,  1 1 7 3  y
1 1 3 3  o s c i l a  e n t r e  0 . 7  ( a  2 2 * 0  v 2 . 5  u n i  C a d e s  1 o o a r  f t m i  c a s  -a
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4 4 ®C), Siendo de 1.3 y 1.4 a 28 y 370C, respect!vamente.
C o n  u n  p H  d e  4 . 9  e s t a  d i f e r e n c i a  e s  a d n  mrfs l l a m a t i v a  p u e s t o  
q u e  e n  l a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l  e l  
v a l o r  m e d i o  d e  U F C / g  r e g i s t r a d o  f u e  d e  4 . 4  y  e n  l a s  d e  a c e i t e  
c e  o l i v a  d e  0 . 3  ( c e p a s  1 3 7 ,  3 2 6 ,  3 7 9 ,  4 7 2  y  5 6 ) .
L a  a u s e n c i a  d e  d i  f e r e n c i  a  e s t a d f s t i c a  e n t r e  l a s  m a y o n e s a s  
p r e p a r a d a s  c o n  a mP o s  t i p o s  d e  a c e i t e  t  amb i  dr ,  s e  m a n i  f  i  e s t a  e n  
c u a n t o  a  l a  s f n t e s i  s  y  d e t e c c i  u h  d e  e n t e r o t o ; :  i  n a .  A s i " ,  e l  
t r a t a m i e n t o  e s t a d f s t i c o  d e  " c o m p a r a c i  d n  d e  d o s  m e d i  a s "  a r r o j a  
u n  r e s u l t a d o  d e  t  = 1 . 2 3 ,  i n f e r i o r  a 2 . 0  q u e  i n d i c a r f a  q u e  l a  
d i f e r e n c i a  e r a  s i g n i f i c a t i v e  e n  u n  i  n t e r v a l o  d e  c o n f i a n c e  d e l  
95%.  L a  m e d i a  a e  l a  p r o d u c c i 6 n  e n  1 a s  m a y o n e s a s  p r e p a r a d a s  
c o n  a c e i t e  d e  g i r a s o l  h a  s i  d o  d e  3 3 . 1  n g / 1 0 0  g ,  mi  e n t r a s  q u e  
c u a n d o  e l  a c e i t e  e r a  d e  c l i v a  d i c h o  v a l o r  c o r r e s p o n d f a  a 2 2 . 5  
ng/ Xù>: >  g .
5 . 4 .  i n f l u e n c i a  DEL INCCULÜ I N I C I A L
S f 1 o en  l a  c e p a  4 7 2  s e  e s c u c i w  c o m o  a f e c t a b a  e l  i n o c u l e  
1 n i  C l  a l  e l  d e s a r r o l l o  p o s t e r i o r  d e  l o s  m i c r o o r g a n i s m o s  e n  
c u a n t o  a n i v e l  c e  m u l t i p l i c a c i f n  s e  r e f e r f a .  L a  f i g u r a  RM15 
m u e s t r a  c o m o  e s t a  i n f l u e n c i a  e s  p r â T c t i  c a m e n t e  o e s p r e c i  a b l  e , 
v a  q u e  l o s  v a i o r o s  d e  r e c u e n t o  a 1 o s  pH e s t u d i a d o s  s o n  c a s i  
1 d ^ n t i  C C S  c a r  a l o s  i n o c u l e s  i n i c i a l  e s  d e  1 0 . 0 0 0  y 5 0 .  C" l'O o u e  
l o s  r e c o g i d o s  e n  a q u e l  l a s  m a y o n e s a s  d o n d e  f s t e  e r a  d e
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E s t a  misma a u s e n c ia  de d i f e r e n c i a  s e  mani f  i  e s t a  en l a  
c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  p r o d u c i d a ,  ya  que en l a  cepa  472 se  
r e g i s t r d "  IS .O  n g / 1 0 0  g con un i  nd c u l  o de  1 0 . 0 0 0 ,  2 2 . 0  n g / 100 
g cuanoo e l  incTculo  i n i c i a l  f u e  de 5 0 . 0 0 0 ,  mi e n t r a s  que 
cuando d s t e  f u s  de 1 0 0 . 0 0 0  l a  c a n t i d a d  c o r r e s p o n d i e n t e  f u e  de
2 0 . 0  n g /1 0 0  g .
B . 5 .  EVOLUEION DEL DESARROLLO DE LAS D IS T IN T A S  CEPAS
De 1 as f i g u r a s  RMl a R M l1 y de l a  t a b l a  RM4 se d e s p r e n d e  q u e ,  
p o r  l o  g e n e r a l , en t o d a s  l a s  c e p as  se  p r o d u j o  un in c r e m e n t o  
g r a d u a i  d e l  numéro de U FC /g  en l o s  t r è s  a s e i s  p r i m e r o s  d f a s  
de i n c u b a c i ô n ,  r e g i  s tréTndose c a s i  s is m p r e  e l  v a l o r  m -^: i mo de  
r e c u e n t o  en e s t e  p e r i o d o .  Cabe m e n c io n a r  a e s t e  r e s p e c t o  l a  
cepa IC'O con de no se a l  c a n z ô  l a  c i f r a  mSTx i ma de r e c u e n t o  
h a s t a  e l  d i a  7 en m ayonesas p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de g i r a s o l  
'.pH i n i c i a l  5 . 1 5 )  y h a s t a  e l  d f a  10 en m ayonesas p r e p a r a d a s  
con a c e i t e  de o l i v a ,  a s f  como l a  1143  i n o c u l a d a  en mayonesas  
p r e o a r a d a s  con a c e i t e  de o l i v a .  cu ya  c i f r a  maxim a de r e c u e n t o  
(1 0 0  n i  11 o n es)  se o b tu v o  en e l  c i a  5 .
Una vec a lc a n z a d o  e s t e  v a l o r  mSvimo de UFC /g  l a  c i f r a  se  
m antuvo e s t a b 1e d u r a n t e  oos o t r è s  d f a s  p a r a  d e s c e n d e r  a 
c o n t i n u a c i ô n  de fo rm a  p a u l a t  i n a . No o b s t a n t e ,  en l a  cepa  
1 1 5 3 ,  SI b ie n  o e s c e n d i t f  e l  r e c u e n t o  d e s d e  e l  d f a  3 h a s t a  e l
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5 ,  se r e g i s t r ô  un n u evo  au m ento  d e l  nuffiero de c ô l u l a s  
v i a b l e s ,  o b t e n i  ôndose o t r o  môx i mo en e l  d f a  12 en 1 as  
m ayonesas p r e p a r a d a s  con ambos t i p o s  oe a c e i t e .
La  p r o d u c e : ôh de e n t e r o t o x i n a  d e t e c t a b l e  a l o  l a r g o  de 14
d f a s ,  tomando como r e f e r e n c i  a 1 os d f a s  4 ,  7 ,  11 y 14, se
e x p r e s a  en l a  t a b l a  RM5. F o r  l o  g e n e r a l ,  l a  c a n t i d a d  de
e n t e r o t o x i n a  d e t e c t a d a  i n c r é m e n t s  p r o g r e s i  v a m e n t e , aunque  
a l g u n a s  c e p a s  t a r d a r o n  mâs en p r o d u c i r  (4 7 2  y 9 1 3 ,  s i  b i e n
é s t a s  f u e r o n  in o c u l a d a s  en m avonesas con una f u e r t e  a c i d e c ) .  
Una v e :  a l  canz ado e l  v a l o r  m axim o, ô s t e  d e s c e n d i  d"
g r a d u a i  m ente  en 1 as  c e p a s  s i  gu i  e n t e s , e x p r e s a n d o  e n t r e  
p a r ô n t e s i  s e l  t i p o  de a c e i t e  u t i l i z a d o  en su p r e p a r a c i ô n ;
-  100  ( 0 )
-  100 (G)
-  Sa (G)
-  137 (G)
-  35 0  (0 )
-  3 5 0  (G)
-  9 i 3  (G)
-  1183 (0 )
F o r  e l  c o n t r a r i o ,  en o t r a s  c e p a s ,  t r a s  d e t e c t a r s e  una  
c a n t i d a d  e l e v a o a  de e n t e r o t o x i n a  en l o s  p r i m e r o s  d f a s  de  
i n c u b a c i ô n ,  ô s t a  se v i o  r e d u c i d a  de fo rm a  méTs o menos 
d r ô s t i c a  p a r a  i n c r e m e n t a r  de nuevo h a c i a  e l  f i n a l  d e l  p e r i o c o  
ce  i n c u b a c i ô n ,  s i ç u i e n o o  un m odè le  de c u r v a  b i f c T s ic a .  Las  
c e p a s  que a s f  se co ir .p c r ta ro n  s e  d e t a l  1 an a con 11 nuac i ôh :
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-  35 0  (0 )
-  4 7 2  <Qj pH 5 . 8
-  1183 (G)
En l a  t a b l a  RM7 se m u e s t ra  l a  r e l a c i û n  en t ^ r m i n o s  de 
p o r c e n t a j e  de e n t e r o t o x i n a  d e t e c t a d a  t r a s  c a d a  uno de 1 os  
p é r i o d e s  de i n c u b a c i â n ,  a f i n  de p o d e r  r e a l i z a r  un e s t u d i o  
c o m p a r â t ! v o  de l a  p r o d u c e : dh en un l a p s o  de t i e m p o .  T r a s  
c u a t r o  d i  as  de in c u b a c i d n  se  d e t e c t d !  e l  3 2 .4 7 . ,  mi e n t r a s  que  
p a r a  7 d f a s  e s t a  c i f r a  c o r r e s p o n d : d  a 4 2 .2 % .  T r a s  11 d : a s  e l
v a l o r  g l o b a l  f u e  de 2 8 .5 ' / . ,  o b s e r v d h d o s e  que t r a s  14 d : a s  l a
c i f r a  e r a  l a  mjû: i  ma ( 5 1 . 1 4 % ) .  En t d r m i n o s  g e n e r a l  e s , d s t o  
v i e n e  a i n d i c a r  que t r a s  4  d f a s  va ha y  una g r a n  p r o d u c c i  d h , 
que in c r e m e n t a  h a s t a  e l  d i a  7 p a r a  d e s c e n d e r  d u r a n t e  1 os  
C u a t r o  d f a s  s i  g u : e n t e s  y a l c a n z a r  un v a l o r  max i mo en e l  dTa  
14 .
En n in g u n a  de 1 as  m u e s t ra s  in c u b a d a s  d u r a n t e  1 d f a  a 3 7 * C se
A p r e c i t ^  p r e s e n c i  a de e n t e r o t o x  i n a , au nq ue 1 as c i  f  r a s  ce
r e c u e n t o  f u e r o n  e l e v a d a s .
B . 6 .  VARImCIONES DEL pH DE LAS MUESTRAS
E l t r a t a m i e n t o  e s t a d T s t i c o  u t i l i z a d o  de " c o m p a ra c id n  de oos  
m é d ia s "  c o n f i r m d  e l  hecho de que l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  pH 
1 n i  C l  a l  de l a  mayonesa y  e l  f i n a l  r e g i s t r a d o  en e l  momento en 
eue se r e a l i z a b a  l a  e x r r a c c i d h  e r a  a l t a m e n t e  s i q n i f i c a t i v a
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(t = 1 2 .4 ) dentro de les 1 fmi tes de confianzs del 9 9 %.
El v a l o r  de pH f i n a l  s u f r i d  un in c r e m e n t o  en 4 .2 %  de 1 as
m u e s t r a s , que se d é t a i l  an a c o n t i  nuac i of>, e x p r  es an d o  en
p r i m e r  t d r m i n o  l a  c e p a ,  en segundo e l  ndmero de m u e s t r a ,  en
t e r c e r o  e n t r e  p a r d n t e s i s  e l  t i p o  de a c e i t e  u t i l i z a d o  en su  
p r e p a r a c i d n , en c u a r t o  l a  t e m p e r a t u r a  K )  y e l  t i e m p o  ( d i a s )  
de i n c u b â c i d n  y en u l t i m o  e l  pH i n i t i a l  a l  que f u e  p r e p a r a d a  
l a  m ayo nesa .
-  56  - 1 2 (G) 37  7 4 . 5
-  1 0 0 - 2 3 (G) 37 4 5 . 1 5
-  1 3 7 - 1 0 (0 ) 3 7  7 5 . 5
-  1 3 7 -1 1 (G; 37  7 5 . 2 5
-  1 3 7 - 0 9 (D) 37  7 5 . 2
-  3 2 6 - 1 2 (G) 37 7 4 . 0
-  3 2 6 - 1 1 (G) 37 7 4 . 8
-  4 7 2 - 1 1 (G) 37  7 4 . 0
-  1 1 6 3 - 0 3 (G) 22  7 5 . 0
El v a l o r med 1 o de l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  pH i n i  c i  a l  y e l  pH
f i n a l  r,a s i  do de 0 . 7 .  No se na p o d id o  c o n s t a t e r  de  fo rm a
f e n a c ' e n t e que e x i s t a  e r a  una r e l a c i d h  i n e o u f v o c a  e n t r e  e l
c r e c i m i e n t o  y e l  v a . o r  f i n a l  de pu / a  que a q u e l 1 as  m u e s t r a s
en 1 as que e l  c r e c i m i e n t o  se h a c i a  mani s f  e s t a d o  mds
e x u o e r a n t e no f u e r o n  l a s  que p r e s s n t a r o n  un v a l o r  de pH f i n a l
■TioS t a j o n i v i c e v e r s a .  S in  embargo s T  que se pudo a p r e c i a r
tu e  i fs te e r a en o i e r t o  modo d e p e n d i e n t e  ce l a  t e m p e r a t u r a .
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t a l  y como f  i g u r a  en l a  t a b l a  RM3, en l a  que s e  e x p r e s a n  1 os
v a l  o r  es  - f i n a l e s  de pH en r e l a c i f i n  con e l  t i e m p o  de i n c u b a c id n
y con l a  t e m p e r a t u r e .  T a l  y como vemos en d i c h a  t a b l a  e l  
menor v a l o r  f i n a l  de pH c o i n c i d i d '  en ca d a  ce pa  con mayor  
f r e c u e n c i a  con l a s  m u e s t r a s  que habTan s i d o  in c u b a d a s  a 4 4 t  
(1 4  de 2 2 ) ,  mi e n t r a s  que e s t e  d a t o  p a r a  2 2 l1 f u e  de 6 de 2 2 ,
p a r a  28  f u e  de 6 de  2 2 ,  y p a r a  37 de 2 de 2 0 .
As T mismo, en r e l a c i o n  con e l  t i e m p o  de in c u b a c i d h  1 os d a t e s
e s t a h  r e p r e s e n t a d o s  en l a  misma t a b l a .  T amb i  gh p a r e c e  h a b e r
una d e p e n d e n c i  a e n t r e  e l  t i e m p o  que se  m a n tu v i  e ro n  1 as  
m u e s t r a s  en i n c u b a c i d h  y e l  pH f i n a l  r e g i s t r a d o  ya  que e l  
p o r c e n t a j e  r e s p e c t i v e  de f r e c u e n c i  a oe pH mTnimo p a r a
a q u e l 1 as  m u e s t r a s  in c u b a d a s  d u r a n t e  11 y 14 d f a s  f u e  de 60% y
de 3 6 .8 % ,  mi e n t r a s  que p a r a  1 os d i  as 4 y 7 f u e  de 5 . 3  y 9 .5 7 .  
r e s p e c t : v a m e n t e .
En c u a n t o  1 os v a l  o r e s  mcTximos f i n a l e s  r é g i  s t r  ados en r e l a c i d h  
t a n t o  con e l  t i e m p o  como con l a  t e m p e r a t u r a  de in c u b a c i f ih  
d s t o s  V :e n e n  e x p r e s a d o s  i ç u a l m e n t e  en d i c h a  t a b l a .  La 
r e l a c i d h  e n t r e  p e r i o d o  de in c u b a c i d n - p H  f i n a l  es m an:f : e s t a , 
m an ten :  ^ i d o s e  v a l  o r e s  m«s s i  mi 1 a r e s  a 1 os i  n i  c i  a l  es en 6 3 .1 7 .  
oe l a s  mues-zr as man c en i ca s  4 d f a s ,  y p o r c e n t a j e s  mu y 
i n f e r i o r e s  en e l  r e s t o .  S :n  emoargo no es t a n  c l  a r a  l a  
: n f  1 u e n c i  a de l a  t e m p e r a t u r e ,  c b s e r v  afidose v a l o r e s  de 
f r e c u e n c i a  muy s i  m i l  a r e s  en t o d a s  e l l a s .
El valor final mdx i mo acsoluto na si do oe 5.8, en la mueson a
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4 7 2 - 2 9 / M  , p r e p a r a d a  con a c e i t e  de o l i v a  e i n o c u l a d a  con
1 0 0 . 0 0 0  U F C /g ,  que f u e  i  nc u p ad a  a 37*6 du r  a n t e  14 d f a s .
Tam pién es  de s e n a l a r  e l  v a l o r  5 . 5 ,  r e g i s t r a d o  en l a  m u e s tr  a 
1 1 8 3 - 0 3 / M ,  m ayonesa p r e p a r a d a  con a c e i t e  de g i r a s o l ,  con un
v a l o r  de pH i n i c i a l  de 5 . 0 ,  i n o c u la d a  con 1 0 0 .0 0 0  UFC/g y 
m a n te n i  da d u r a n t e  s i e t e  d f a s  en in c u b a c i o n  a 2 2 u .
F o r  e l  c o n t r a r i o ,  1 os v a l o r e s  m fnim os com putados han  
c o r r e s p o n d i d o  a 1 as  m u e s t r a s  1 1 7 3 - 1 2 /M  y 4 7 2 - 3 2 / M  ( 3 . 8  y 3 . 9  
r e s p e c t i v a m e n t e ) , ambas con un v a l o r  i n i c i a l  de pH de 5 . 0 .
La m ed ia  d e l  v a l o r  de pH f i n a l  ha s i d o  de 4 . o 4 ,  mi e n t r a s  que  
d e l  i n i c i a l  de 5 . 2 5 .  La d e s v i  a c i 6 n  t f p i c a  ha s i  do de 0 . 1 7 3 8  y 
de O . 2 6 05  r e s p e c t i v a m en te .
B . 7 .  RELAClüN ENTRE EL CRECIMlENTO DE _ S ^ a u re u s  V LA
RRODUCCION DE DE50XIRRIBÜNUCLEASA TERMÛESTABLE
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que l a  r e l a c i o n  e n t r e  l a
s e c r e c i t f n  oe DNAsa t e r m o e s t a b i e  y e l  c r e c i m i e n t o  de l a s
d i s t i n o ë s  c e p a s  de e s t a f 1 1 ococos es c a s i  nu l a . E s to  v i e n e  
c o n f 1 rmaoo p e r  e l  t r a t a m i e n t o  ù s c a c r s t i c o  de " c o e f i c i  e n t e  de  
r e g r e s i 5 n " que en e l  c a s o  de 1 as mayonesas p r e p a r a d a s  con 
a c e i t e  oe c l i v a  f u e  de 0 . 0 4 ,  v con a c e i c e  de q i r a s o i  de
-Cl  l a .  i n d i c a n d o  ambos v a l o r e s  una g ra n  o i s p e r s i r f n  de l a  
m u e s t r a .  La o e n d i e n t e  oe l a  r e c t a  f u e  de 0 . 1 3 2  y de -Cl  oO 
r e s p e c t !  v a m e n te ,  s ie n d o  l a  i n t e r  c e o c i  dîi en e l  e j e  de 1 as
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o r d e n a d ô s  de 6 . 5 9  y 6 . 7 8  en ca da  c a s o .
C. DISCUSION
C . l .  INFLUENCIA DEL pH
C . 2 .  INFLUENCIA DEL INOCUL0
C . 3 .  INFLUENCIA DE LA TEMF'ERATUAA
C . 4 .  INFLUENCIA DEL T IPO  DE ACEITE
C . 5 .  EVOLUCION DE LA 3 IN T E S IS  DE ENTEROTOXINAS CON RESPECTO
AL TIEMPO DE INCUBACION
C . 6 .  EVOLUCION DE LOS VALORES DE pH
C . 7 .  RELACION ENTRE EL CRECIMIENTO Y LA PRGDUCCION DE
DESOX I R R I BÛNUCLEASA
C . 8 .  MAYONESAS COMERCIALES
Es i n t e r e s a n t e  r e m a r c a r  e l  h e ch o  de qua pe se  a l a  p r e s e n c i a  
Oe una c a n t i d a d  a p r e c i a o l e  de  e s t a f i 1o coco s  en a i gunas  
m u e s t r a s ,  y a l a  o e t e c c i r f n  en ë l 1 os de e n t e r o t o x i n a  
e s t a f 1 1o c 5 c i c a , 1 as  c a r a c t s r f s t i c a s  o r o a n o l ^ p t i c a s  de 1 as
m ayonesas p e r m a n e c ie r o n  i n v a r i a b l e s  a to d o  1o 1 a r ç o  de l a  
e x p e r 1 e n c i a  (1 4  d f a s J .  F o r  t a n t o ,  ex t e r n a m e r t e  no se  
a p r e c i a b a  n in g u n a  a l  t e r a c i O n , a p e s a r  de que l a  mayonesa  
p u ece  s e r  un buen s u b s t r a t o  p a r a  l a  m u i t i p l i c a c i d n  de 
e s t a f 1 1o c oco s  y p r o d u c c i  dn de e n t e r o t o x i n a s  p o r  1 os mismos,  
c o n v i r t i e n o o  d i c n o  p r o o u c t o  en un a l i m e n t a  c u ya  i n ç e s t i w n  
c o n l l e v a  r i e s ç o  p a r a  e l  c o n sumi o o r .
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La a c i d e z  de un a l i  m ento  es  un f a c t o r  i m p o r t a n t e  que 
d é t e r m i n a  e l  c r e c i  mi e n t o  m i c r o b i a n o .  P a r a  t e n e r  un e f e c t o  
i n h i b i t o r i o  1 os a c i  dos deben e s t a r  en su fo rm a  no d i s o c i a d a  
(BOYLANet a l . 1 9 7 6 ) . La c a p a c i d a d  c o n s e r v a n t e  de l a  mayonesa se  
ba s a  p r e c i  sa m e n te  en e l  e s t a b i e c i m i e n t o  de un g r a d o  
s u f  i  c i  e n t e  de a c i d e z  como p a r a  e v i t a r  que se d é s a r r o i  1 en 1 os 
m ic r o o r g a n is m o s .  No o b s t a n t e ,  l a  a c i d e z  se  vs  muy 
n e u t r a l i z a d a  cu an d o  e s t a  s a l s a  de mesa se u t i l i z a  p a r a  
acom panar  a lg i ih  p r o d u c t o  a l  i m e n t i  c i  o ,  como puedan s e r  1 os  
d i s t i n t o s  i n g r e d i e n t e s  que componen l a  e n s a l a d i l i a .  MORITA y 
WOODBURN ( 1 9 8 3 )  d e c l a r a r o n  que l a  a d i  c i  dn de 1 os i  n g r e d i  e n t e s  
de l a  e n s a l a d a  i n c r é m e n t s  e l  v a l o r  de pH i n i c i a l  ( 3 . 4  a 4 . 0 ) ,  
con e l  c o n s i g u i  e n t e  au m ento  d e l  nûmero de e s t a f  i 1ococo s  en 10 
a 100 v e c e s  t r a s  ocho h o r a s  de i n c u b a c id n  a 3 7 * C .  A e s t e  
r e s p e c t o , n u e s t r o s  d a t o s  s e ? a la n  que e l  v a l o r  de pH de l a  
m ayonesa s u f r i  S un i n c r e m e n t o  de 0 . 7  u n i  dades (pH i n i c i a l  = 
5 . 0 )  cu and o  se agregd" a un p l  a t o  p r e p a r  ado a b a se  oe 
e n s a l a d i l i a  c o n g e la d a  c o m e r c i a l . S i se t i e n e  en c u e n t a  que 
1 os i n g r e d i e n t e s  p r o p i  os  de l a  e n s a l a d i 11 a ( p a t a t a  c o c i d a ,  
hu evo  c o c i d o ,  g u i  s a n t é s , e t c ) son po r  s i  mismos s u b s t r a t e s  no 
i n h i b i t o r i o s  p a r a  1 os e s t a f i 1 o c o c o s , con e l  p e l i g r c  a n a d id o  
de que 1 as  m ayonesas ccn v a l o r e s  de pH de 5 . 7  p erm i t e n  e l  
d é s a r r o i  1 o de e s t e s  m ic r o o r g a n is m o s  h a s t a  c i  f r a s  en 1 as que 
l a  c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  p r o d u c id a  es  s u f  i c i  e n t a  p a r a  
c e s e n c a d e n a r  e l  s i n d r o m e , se a p r e c i a  e l  p e l i g r o  p o r e n c i a l  que 
r e p r é s e n t a  e l  no m a n te n e r  l a s  d e b id a s  p r e c a u c i ones con e s t a  
s a l s a  de mesa.
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Al c c m ie n z o  de l a  e x p e r i  e n c i  a comprobamoa que 1 os v a l o r e s  de
r e c u e n t o  y l a  p r o d u c e . dn de e n t e r o t o x i n a s  en m ayonesas
i n o c u la d a s  con l a  ce p a  1 1 43  no a d i  c i  on ad as  con n in g u n  t i p o  oe 
d i l u y e n t e  o b i e n  con ag ua  d e s t i 1 ada o con j a r a b e  de s a c a r o s a
como d i 1u y e n t e s  no e x p e n  m en tab an v a r i a c i o n e s  o s t e n s i b l e s  a 
1 o l a r g o  de c i n c o  d f a s  de i n c u b a c i t f n  a 3 7 * C .  En e l  p r i m e r  
c a s o , o b tu v im o s  v a l o r e s  de r e c u e n t o  muy d i s p a r e s ,  p r u e b a  de  
l a  d i f f c i l  d i s p e r s i o n  de 1 os mi c r o o r g a n i  smos en l a  m u e s t r a ,  
p o r  1o que c o n s id é r â m e s  d i  c h o s  r e c u e n t o s  como no  
r e p r e s e n t a t i v o s .  En a q u e l 1 as m u e s t r a s  en que u t i l i z a m o s  
d i l u y e n t e ,  ambos r e s u l t a r o n  en c i  f r a s  de r e c u e n t o  s i m i 1 a r e s .  
Ho o b s t a n t e ,  cu an d o  e l  d i l u y e n t e  f u e  j a r a b e  de s a c a r o s a  l a  
mi S C I b i 1 i dad y e l  m a n e jo  f u e  muy s u p e r i o r  que cuando se
em p le d  agua d e s t i 1a d a .  E l  a s p e c t o  de 1 as m u e s tra s  f u e  mâs
homogé'neo. La  e n t e r o t o x  i  na se  d e t e c t f i  en 1 as d i  f e r  e n t e s  
m u e s t r a s  en l a s  c a n t i d a d e s  de 1 0 7 ,  96 y 64  ng E E C /100 g p a r a
1 as no a d i  c i  on ad as  de d i l u y e n t e ,  con j a r a b e  de s a c a r o s a  o con  
a g u a ,  r e s p e c t i  v a m e n te .  D e b id o  a e s t a s  c i r c u n s t a n c i a s  l a s  
r e s t a n t e s  e x p e r i e n c i  as s e  r e a l i z a r o n  con mayonesa c l  a n f i c a d a  
cor. J a r a b e  de s a c a r o s a  a l  6 2 .5 %  i p / v ) .  En e s t e  s e n t i  d o ,  
n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  c o i n c i c e n  con 1 os o b t e n i  dos por  WûGDBURN 
e t  a l .  1 1 9 7 8 ) .  D ic n o s  a u t o r e s  seTia lan que cu ano o  se 
: no c u l  a r o n  e s t a f  i 1 o c oco s  en .r.edi os i f q u i d o s  a b a s e  de  una  
d i g e s t a  oe p r o t e f n a s ,  e n r  i q u e c i  oos con az iTcares  r e d u c t o r e s  
1 os r e c u e n t o s  f u e r o n  d i s c r e t a m e n t e  s u p e r i o r e s  a 1 os c o n t r ô l e s  
(s i  n a z u c a r ) , p e r o  l a  p r o d u c c i 6 n  oe e n t e r o t o x i n a s  no v a r i a o s  
con l e s  a z u c a r e s  e s t u d i a c o s .  De i g u a l  f e r m a ,  d e t e c t a r o n  una
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d i  stni n u c i  dn d e l  pH t r a s  12 y 24 h en 1 as  m u e s t r a s  con 1 os
d i s t i n t o s  a z u c a r e s  en c o m p a r a c id n  con l a s  c o n t r ô l e s .  El m edio
que e l l o s  u t i l i z a r o n  f u e  p r e p a r a d o  a pH 6 . 8  y en e l  ca s o
c o n c r e t o  de l a  g l u c o s a  de s c e n d  i 6 a 5 . 0 6 .  E s to  puede en p a r t e  
j u s t i  f  i  c a r  1 os v a l o r e s  b a j o s  de pH r e g i  s t r a d o s  p o r  n o s o t r o s  
t r a s  l a  i n c u b a c i d n .
ml i g u a l  que ya  se  d i  s c u t id ,  en e l  a p a r t a d o  d e d ic a d o  a l  queso  
m anchego, e l  m ed io  de B a i r d - P a r k e r  o f r e c i t f  r e s u l t a d o s  d p t im o s  
de r e c u e n t o ,  c o m p a r a b le s  a 1 os o b t e n i  dos con m edio s  no  
s e l e c t i v o s  (P C A ) . E l  m ed io  de B a i r d - P a r k e r  se r e c o m ie n d a  p a r a  
l a  r e c u p e r a c i d n  de c é l u l a s  t a n t o  s a n a s  como 1e s io n a d a s  p o r  e l  
e s t r e s  im p u e s to  p o r  1 os  v a l o r e s  a k i d o s  de pH (GRAY e t  a l . ,
1 9 7 4 ;  S T IL ES  y CLARK, 1 9 7 4 ;  NISKANEN y AALTO, 1 9 7 8 :  KÜRKEALA 
y H IRVELA, 1 9 8 1 ) .  E l e m p le o  de l o g a r i t m o s  ta m b id n  se  
j u s t i f i c c f  en e l  c i t a d o  c a p f t u l o  ( C a p i t u l o  I I ,  C; .
C . l .  INFLUENCIA DEL pH
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  po r  n o s o t r o s  i n d i c a n  que en 
mayonesas e l  pH es  un f a c t o r  d e c i s i v e .  El mecanismo de  
s f n t e s i s  de . a s  e n t e r o t o ; ;  i  nas es r.œs s e n s i b l e  a 1 os ca m b ios  
o s T .d t ic o s  que e l  que c o n t r o l  a l a  mul t i p l  i c a c i  Cn c e l u l a r  
(G E M  GEORG15 e t  a l  . , I 9 7 l a ) .  MAGRINI e t  a l . (1 9 8 3 )  s e n a la n
que l a  d i s m i n u c id n  d e l  v a l o r  oe pH oe d .O  a 5 . 4  11 ev a  c o n s ig o  
una d i s m i n u c id n  d e l  r i t m o  ce  c r e c i m i e n t o .  GEN1GEORGIS e t  a l  .
(1971 a ) o b s e r v a r o n  que e l  pH 6 p t im o  p a r a  e l  c r e c i  m ie n t o  de 1 a
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ce pa  137 es  de 5 . 0  a 6 . 5 ,  m i e n t r a s  que p a r a  l a  p r o d u c c i6 n  de  
e n t e r o t o x  m a  Cl p o r  d i c h a  cepa es  de 5 . 5  a 6 . 5 .  Si n em carg o ,
TROLLER ( 1 ° 7 6 )  a p u n t a  que e l  pH d p t im o  p a r a  l a  s f n t e s i s  de
EEB y de EEC es  de 6 . 8 ,  mi e n t r a s  que p a r a  l a  EEA es  de 5 . 3  a 
6 . 8 .  GEN IG E 0R 6IS  y SADLER ( 1 9 6 6 )  i n d i c a r o n  que l a  p r o d u c c i  dn 
de e n t e r o t o x i n a  B se  p r o d u c i a  a pH 5 . 0 5 .  A e s t e  r e s p e c t o , 
REISER y WEIS S  ( 1 9 6 9 )  e s t u d i a r o n  l a  p r o d u c c i6 n  de l a s  
e n t e r o t o x i n a s  A, B y C a d i s t i n t o s  v a l o r e s  de  pH ( 5 . 3 ,  6 . 0  y
6 . 8 )  d e t e r m i  nando q u e , mi e n t r a s  l a  s i n t e s i  s de EEA a p e n a s  
s u fre m o d i f i c a c i ô n  en 1 os d i s t i n t o s  pH, l a s  EEB y EEC f u e r o n  
s e n s i  P l  e m en te  d e p r i  mi das en 1 os md's b a j o s .
N u e s t r o s  d a t o s  a p u n ta n  que e l  pH es  e s p e c i a l  m ente  c r f t i c o  en  
e l  i n t e r v a l o  e n t r e  4 . 9  y 5 . 1  ( f i g u r a  R M 2 8 ) . De e s t a  f o r m a ,  
1 os v a l o r e s  p o r  d e o a j o  de 4 . 9  i n h i b e n  de fo rm a  mani f  i e s t a  e l  
d e s a r r o l l o  de  1 os e s t a f i 1 o c o c o s , p ro m o v ie n d o  su i n a c t i v a c i d n  
en p o cas  h o r a s .  Por  e l  c o n t r a r i o ,  a v a l o r e s  de pH s u p e r i  o r e s  
a 5 . 1  1 os e s t a f i 1o coco s  se  mul 1 1 p 1 i c a r o n  de fo rm a  n o t a b l e  en
t o d a s  1 as  t e m p e r a t u r e s  e n s a y a d a s ,  en a lg u n a s  o c a s i ones
i n c l u s e  IC'ÙO v e c e s  o maS en e l  t r a n s c u r s o  de 4 8 - 7 2  h o r a s .  De
l a s  e x p e r i e n c i  as  r e a l i z a d a s  po r  n o s o t r o s  podemos c o n c l u i r  que  
a pH 4 . 0  no se  d e t e c t d  cë3 u l a  a lg u n a  con a c t i v i o a d  v i t a l ;  a s i  
mismo, ccn un v a l o r  ce  pH de 4 . 9  y con un in t f c u io  de lO -  , s i  
b i e n  se d e t e c t a r c n  c é l u l a s , l a  m ed ia  de ^ s t a s  f u e  de lOOO a
1 0 . 0 0 0  p a r  gram o de m ayo nesa .  E l  v a l o r  mfnim o de pH en e l  
c u a l  r e g i s t r a m o s  e n t e r o t o x i n a  p r é s e n t e  en l a s  m u e s t ra s  de 
m a /c n e s a  f u e  de 5 . 0 .  s i  b i e n  l a  c a n t i d a d  f u e  muy e s c a s a .  
p r o c a b l e m e n t e  a c o n s e c u e n c i a  d e l à  f a l  t a  oe c r e c i m i e n t o .  A s i .
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1 os r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d i s c r e p a n  con 1 os de 1 os a u t o r e s  
s i  g u i  e n t e s :
GENIGEORGIS e t  a l .  (1 9 7 1 a )  s e n a l a r o n  que e l  pH m fnim o  
p a r a  l a  p r o d u c e :  ifn de e n t e r o t o x  i n a s  e r a  de 4 . 0  (en  
c a l  do con un i n û c u l o  de 1 x 10® e s t a f i 1o c o c o s / m l ) .  
No o b s t a n t e ,  e s t o s  a u t o r e s  i n d i c a n  que 1 os 
r e s u l t a d o s  d e r i v a d o s  de e s t u d i o s  de l a b o r a t o r i o  en 
1 os que s t f lo  e x i s t e  un f a c t o r  l i m i t a n t e  p a r a  e l  
c r e c i  mi e n t o  no son e x t r a p o l a b l e s  a 1 os m ed io s  con 
f a c t o r e s  de i n h i b i c i d n  m i x t o s  como son 1 os 
a l i m e n t o s .
T A T IN I  ( 1 9 7 3 )  observed" que t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o  como l a  
p r o d u c c iü n  oe e n t e r o t o x i n a .  A e r a  f a c t i b l e  a pH 
e n t r e  4 . 0  y 4 . 5  en una s o l u c i d h  de 1ec h e  en p o lv o  
d e s c r e m a d a ,  c o i n c i d i e n d o  con HANSEMAN e t  a l .  ( i 9 8 1 )  
q u ie n e s  s u g i r i e r o n  que p a r a  s e r  e f i c a :  f  r  en C e a l  
c r e c i m i e n t o  l a  b a r r e r a  im p u e s ta  p o r  e l  pH e s t e  
t e n f a  que s e r  de 4 . 5 ,  o una a c t i v i d a d  de agua  oe 
0 . 8 4 ,  aunque de fo rm a  c o n j u n t a  no se  o b s e r v a b a  
d é s a r r o i  1 o de 1 os e s t a f  1 1 o coco s  a pH i n f e r i o r  a 4 . 7  
y aw i n f e r i o r  a > j .S 7 .
For  e l  c o n t r a r i o ,  c o i n c i d i m c s  con v a n  os a u t o r e s  que s e r ia l  an 
1 g u a lm e n te  que c a n t o  e l  c r e c i m i e n c o  como l a  s f n t e s i  s de 
e n c e r o t o x 1 na a c a e c e n  en v a l o r e s  de pH no i n f e r i o r e s  a 4 . 9 .
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b a r b e r  y DEI BEL ( 1 9 7 2 )  i n d i c a r o n  que e l  pH m i n i mo p a r a  
i  n i  c i  a r  e l  c r e c i  mi e n t o  en a e r o b i o s i s  e r a  de 5 . 1 ,  
mi e n t r a s  en a n a e r o b i  o s i s  e r a  de 5 . 7 ,  aunque MINOR Y 
MARTH ( 1 9 7 2 )  y p o s t e r i o r m e n t e  TROLLER (1 9 7 6 )
i n f o r m a r a n  que e l  pH m fnim o que p e r m i t s  e l
c r e c i m i e n t o  es  de 4 . 6  a 4 . 7 ,  d e p e n d ! endo d e l  o c id o  
e m p le a d o  p a r a  a j u s t a r  e l  pH.
GENIGEORGIS y SADLER (1 9 6 6 )  y MORSE e t  a l .  ( 1 9 6 9 )
d e m o s t r a r o n  que l a  e n t e r o t o x i n a  B se  s i n t e t i  z a b a  a 
pH 5 . 0 ,  mi e n t r a s  que e l  pH m fnim o p a r a  l a  de
e n t e r o t o x  i  na A e s  de 4 . 9 .  SCHEUSNER y HARMCN (1 9 7 3 )  
y TROLLER ( 1 9 7 6 )  i n f o r m a r o n  que l a s  e n t e r o t o x i n a s  
no se  p rod uc i*a n  a v a l o r e s  de pH i n f e r i o r e s  a 5 . 0 ,  
c o i n c i d i e n d o  con RIEMANN e t  a l .  ( 1 9 7 2 )  q u ie n e s  s o l o  
d e t e c t a r o n  e n t e r o t o x i n a  B en c a r n e  en v a l o r e s  de pH 
1 g u a le s  o s u p e r i o r e s  a 5 . 0 .
Ya se f ia la m o s  en e l  c a p f t u l o  c o r r e s p o n d i e n t e  ( C a p f t u l o  
I I ,  a p a r t a d o  C . ) que HEIDELBAUER y MIDDAUGH ( 1 9 7 3 )  
o p in a b a n  que en queso en p a s t a  no se  p r o d u c e
e n t e r o t o x i n a  a pH < a 5 . 5 .
La d i s c r e p a n c i  a e n t r e  1 os v a l o r e s  o b t e n i  dos po r  n o s o t r o s  con 
r e s p e c t o  a a q u e l 1 os a u t o r e s  que d e m o s t r a r o n  l a  p r e s e n c i  a 
t a n t o  de e s t a f i 1o c o co s  con a c t i v i d a d  v i t a l  como de  
e n t e r o t o x i n a s  en m ed io s  con un g r a d o  s u p e r i o r  de a c id e z  puede  
o b e d e c e r  a oue en l a  m ayonesa no s 6 l o  se p u eo e  e s t i m a r  que e l
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o c id o  Id T c t ic o  se a  l a  u n i  ca  c a u s a  r e p r e s i v a  s i  no que e x i s t e n  
o t r o s  - f a c t o r e s  que l l e v a n  c o n s i g o  un menor c r e c i m i e n t o .  Ya 
s e n a l a r o n  GENIGEORGIS e t  a l .  (1 9 7 1 a )  l a  ex i  s t e n c i  a de
i n t e r d e p e n d e n c i  as  o " h u r d l e s "  e n t r e  1 os f  a c t o r e s
i n h i b i t o r i o s .  D e n t r o  de 1 os mismos hay que c o n s i d e r a r :
La a c t i v i d a d  de agua  q u e , aunque n o s o t r o s  no hemos
com prodado c u a l  e r a  e l  v a l o r  de n u e s t r a s  m u e s t r a s ,  
DOYLE e t  a l . ( 1 9 3 2 )  e v a lu a n  l a  misma que en
mayonesa en 0 . 9 2 5 .
Tam bién e s  i  n t e r e s a n t e  s e n a l a r  1o a p u n ta d o  po r  VADEHRA y 
HARMON ( 1 9 6 5 )  en e l  s e n t i  do que l a  a c t i v i d a d
l i p o l f t i c a  de 1 os e s t a f i 1ococo s  puede  1 i mi t a r  su  
c r e c i m i e n t o  en c re m a .  MINOR y MARTH (1 9 7 2 )
c o i n c i d i e r o n  con 1 os a u t o r e s  a n t e r i o r e s  in d ic a n d o  
que e l  g r a d o  de c r e c i m i e n t o  en crema pueoe  
r e s t r i  - g i  r s e  p o r  l a  a c t i v i d a d  m e t a b d l i  ca d e l
e s t a f 1 1o c o c o , r e f i r i ^ n d o s e  en c o n c r e t o  a l a
a c t i v i d a d  1 i  p o l f t i  c a .  E l  fentfmeno de l a  l i p o l i s i s  
i m p i i c a  l a  a p a r i c i c î n  de « c i  dos g r a s o s  que en su 
mayor p a r t e  son C o x ic o s  p a r a  1 os m ic r o o r g a n i  smos. A 
e s t e  r e s p e c t o ,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  a o u n ta n  h a c i a  l a  
ex 1 s t e n c i a  de una c l ^ r a  c e p e n d e n c ia  de l  t i p o  oe  
a c e i t e ,  como se o b s e r v a  en l a  t a b l a  RM2. En v a l o r e s  
de pH i n f e r i o r e s  o i g u a l e s  a 5 . 0  y en to d a s  l a s  
t e m p e r a t u r a s . l a s  m ayo res  c i f r a s  rte r e c u e n t o  se
r e ç i s t r a r o n  en 1 as  m avcnesas p r e p a r a d a s  con a c e i t e  
de ç i r a s o i ,  1o eue i n a i c a r f a  que e l  pH v l a  a c i d e :
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d e l  a c e i t e  (e l  a c e i t e  de g i r a s o l  em p le ad o  po r
n o s o t r o s  t u v o  s ie m p re  una a c id e c  maxima de 0 . 2
g r a d e s  mi e n t r a s  que l a  d e l  de  o l i v a  f u e  oe 0 . 4  a 
O.B g r a d o s )  e j e r c e n  un e f e c t o  s u m a t o r i o ,  i n h i b i e n d o  
e l  d é s a r r o i  1 o. P e r o  ta m b ié h  p o d r f a  o b e d e c e r  a una  
d e g r a d a c id h  méTs e x a c e r b a d a  de 1 os ëCcidos g r a s o s  d e l  
a c e i t e  de o l i v a ,  r e s u l t a n d o  en p r o d u c t o s  m^s
t é x i c o s  p a r a  I d s  e s t a f i 1o c o c o s .  En v a l o r e s  de pH 
s u p e r l o r e s ,  s i n  em b a rg o ,  l a s  c i f r a s  maximas oe
r e c u e n t o  se han r e g i s t r a d o  en l a s  m ayonesas
p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de o l i v a .
O t r o  f a c t o r  que p o d r f a  s e r  t e n i d o  en c o n s i d e r a c i d n  es l a  
p r e s e n c i a  de  1 i s o : i ma p r o v e n i e n t e  d e l  hu evo  
u t i 1 1 :  ado como m a t e r i a  p r i m a ,  aunque PAUL y POTTER 
( 1 9 7 3 )  m a n i f e s t a r a n  que l a  c o n c e n t r a c i C n  en e s t e  
a l i m e n t e  es m in im a .
E l  hecho de que e l  c r e c i m i e n t o  se a  s u p e r i o r  en l a s  
m ayonesas p r e p a r ad as  con a c e i t e  de o l i v a  que de 
g i r a s o l  puede  ta m b id h  e . \ p r e s a r s e  en t d r m in o s  de  
d i s p o n i o i 1 1 dad de n u t r i e n t e s , p o r  1o que en e l
r a n g o  de pH s u p e r i o r  a 5 . 1  p o d r f a n  s e r  m«s 
u t i  1 i :  ab l  es  1 os aCci dos o l e i c o s  que 1 os l i n o l e i c o s .
E s t e  es un s u o u e s to  que no hemos com probado.
C on form e  GENIGEORGIS e t  a l .  : 1 9 7 l e )  y BARBER y DEIBEL (1 9 7 2 )  
y LOTTER y LEI5TNER (1 9 7 8 )  e l  numéro mfnim o de e s t a f i 1ococos
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c a p a c e s  de e l a b o r a r  to x  m a s  en c a n t i d a d e s  s u f  i c i  e n t e s  p a r a  
p r o v o c a r  1 os s in to m a s  es  de 1 - 4  x 1 0 ^ . / g ,  p e r o  SCHEUSNER e t  
a l .  ( 1 9 7 3 )  o p in a n  que s 6 l o  es  p o s i b l e  con un ndmero m«5
e le v a d o  < 5 .5  x 10® ) de c é l u l a s / m l .  P or  o t r a  p a r t e ,
GENIGEORGIS e t  a l .  ( 1 9 7 1 a )  s e n a l a r o n  una c i f r a  de r e c u e n t o  
i n f e r i o r  p a r a  l a  s T n t e s i s  de  EEA ( 3 - 5  x 10®. c d l u l  a s /m l  de  
c a l  do) , aunque en c a r n e  l a  c i f r a  mi"ni ma f u e r a  de 4 x 10^
(GENIGEORGIS e t  a l . ,  1 9 7 1 c )* c o n c lu y e n d o  que l a s  e c u a c i ones  
t e o r i  c a s  o b t e n i  da s  en c o n d i  c i  on es  1 a b o r a t o r i a l  es, no e r a n  
e x t r a p o l a b l e s  a 1 os a l i m e n t e s .  N u e s t r o s  d a t o s  s e n a la n  que l a  
c o n c e n t r a c i  dn m fn i  ma de e s t a f i 1o c o co s  que s i n t e t i  z a ro n
e n t e r o t o x i n a  en c a n t  i  d a d es  m en s u ra b l  es  c o r r e s p o n d i  (5 a 8 x 
1 0 ^  , v a l  o r  de r e c u e n t o  de l a  ce p a  1173  i n o c u l a d a  en 
m ayonesas p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de  g i r a s o l  e in c u b a d a s  a 2 2  y 
a 28  °  C ( 0 . 4 5  y 1 6 . 8  n g / 100 g ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) .  Al i g u a l  que  
1o e x p r e s a d o  en e l  c a p f t u l o  I I  ( a p a r t a d o  C . 7 . 3 . )  ^ s t o  p u d i e r a  
t e n e r  su o r i g e n  en l a  u t - l i z a c i d f i  p o r  n o s o t r o s  ae un mdtodo  
de d e t e c c i d n  de e n t e r o t o x i n a s  con mayor s e n s i b i 1 1dad que 1 os 
u t i 1 1 za d o s  por  o t r o s  a u t o r e s , a s f  como p o r  h a b e r  p r o c e d i d o  a 
c o n c e n t r a r  n u e s t r a s  m u e s t r a s ,  d e t e c t a n d o  de e s t a  fo rm a  
c a n t i  dades  t r a z a s  de e n t e r o t o x  i n a s .
C . 2 .  INFLUENCIA DEL INOCULÛ
GENIGEORGIS e t  a l .  ( 1 9 7 1 c )  i n d i c a r o n  que son n e c e s a r i a s  menas 
c ^ l u l a s  p a r a  i n i  c i  a r  e l  c r e c i m i e n t o  en a l i m e n t e s  que en c a l c o  
n u t r i t i v e  a i g u a ld a d  de c o n c e n t r a c i 6 n  de C lN a  y oe ph .  La
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c a n t i d a d  de e s t a f i 1o c oco s  en e l  i n d c u l o ,  seguh HAINES y 
HARMON ( 1 9 7 3 a ) ,  a f e c t a  t a n t o  a l  c r e c i m i e n t o  como a l a  
s i n t e s i s  de  e n t e r o t o x  i  n a s . N o s o t r o s  no hemos h a l l a d o  
d i  f e r e n c i  as  e n t r e  1 os d i s t i n t o s  i n o c u l o s  e s t u d i  a d o s ,  
a d q u i r i e n d o  p r o p o r c i  ones  s i  mi 1 a r e s  e l  r e c u e n t o  t r a s  t r è s  d f a s  
de i n c u b â c i d n .  C o in c id im o s  con GENIGEORGIS e t  a l .  ( 1 9 7 1 a )  en 
e s t e  s e n t i  d o ,  ya  que e l l o s  o b s e r v a r o n  que l a  EEA se p r o d u c e  
con 3 - 5  X 10 ^  c é l u l a s / m l  i n d e p e n d ie n t e m e n t e  d e l  i n i f c u l o ,  
aunque a l  i n c r e m e n t a r  l a s  co n d i  c i  ones l i m i t a n t e s ,  se e x i j a  
mas i n 6 c u l o  p a r a  co m e nzar  e l  c r e c i m i e n t o  (GENIGEORGIS e t  a l . ,  
1 9 7 1 b ) .  A s f  m ism o, MINOR Y MARTH (1 9 7 2 )  y FUNG ( 1 9 7 2 )  
e x p r e s a r o n  que e l  c r e c i m i e n t o  y l a  c a n t i d a d  de  e n t e r o t o x i n a  
p r o d u c id a  e r a n  s i  mi 1 a r e s  con i n d c u lo s  de 10 ^  y 10^  c é l u l a s  
por  m i l i l i t r o .
C .3 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA
Hemos o b s e r v a d o  un mayor c r e c i m i e n t o  en l a s  t e m p e r a t u r a s  màs 
b a ja s  de i n c u o a c i  Oh (2 2  y 2 6 * 0  que en 1 as m^ Cs a l  t a s  (3 7  y 44 ' 
C ) .  E s to s  r e s u l t a d o s  d i s c r e p a n  con l a s  o b s e r v a c i ones  
a n t e r i o r e s  r e a l i  z a d as  en c t r o s  m ed io s  y ,  p o r  t a n t o ,  creem os  
se deba a l a s  c a r a c c e r f s t i c a s  i n t r f n s e c a s  de l a  m ayonesa. Las  
em ulS I ones son e s t a b i e s  a t e m p e r a t u r a s  m«s b a j a s ,
rompi ën do se  l a  c o h e s i i fn  i  n t e r  mol e c u l  a r  en 1 as  méTs e l e v a d a s .  
A s f ,  a 4 4 *  C e l  tam an o  de 1 os g l 6 b u l o s  g r a s o s  es  s u p e r i o r  que  
a 2 2 *  C, S Ie n o o  a e s t a  u l t i m a  t e m p e r a t u r e  1 os ^ c id o s  g r a s o s  
mis a t a c a b l e s  p o r  1 os m ic r o o r g a n is m o s .  SCHEUSNER e t  a l .
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( 1 9 7 3 )  i n d i c a r o n  que e x i s t f a n  d i f e r e n c i  as  e n t r e  l a s  c e p a s  de 
e s t a f 1 1o coco s  en c u a n t o  a 1 os v a l o r e s  m«xim os de t e m p e r a t u r a  
que p e r m i t e  e l  c r e c i  mi e n t o  y l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s .  E l  
r a n g o  de t e m p e r a t u r a s  c o m p re n d id o  e n t r e  19 y 3 9 *  C f u e
c o n s i d e r a d o  p o r  e s t o s  a u t o r e s  como t o t a l  m ente  perm i s i v o  en
c u a n t o  a c r e c i m i e n t o  s e  r e f i e r e ,  a p e s a r  de que ANGELOTTI e t  
a l .  ( 1 9 6 1 )  a p u n t a r a n  que e l  c r e c i m i e n t o  es  p o s i b l e  en e l  
i n t e r v a l o  de t e m p e r a t u r a s  de 6 . 7  a 4 5 . 5 .  N u e s t r o s  d a t o s  
e x p r e s a n  que en m a y o n e s a s , e l  c r e c i m i e n t o  a 44 * C es
t o t a l  m ente  f a c t i b l e ,  a d q u i r i e n d o  en a lg u n o s  c a s o s  l a s  mismas  
c a r a c t e r f s t i c a s  que a 3 7 * C .
Con p o s t e r i o r i d a d  a que lANDOLO e t  a l . ( 1 9 6 4 )  s e n a l a r a n  que
l a  t e m p e r a t u r e  d p t im a  de  c r e c i m i e n t o  de 1 os e s t a f i 1o coco s  se  
e s t a b i e c e  en 37  *  C se  han r e a l i  z a d o  m u l t i p l e s  e s t u d i  o e .  De 
a c u e r d o  con MARLAND (1 9 6 7 )  l a  EEB se p r o d u c e  e n t r e  1 5 . 2  y 
4 3 . 2 °  C. N u e s t r o s  d a t o s  s e n a l a n  que es p o s i b l e  l a  s f n t e s i s  en 
m ayonesa de t o d a s  1 as  e n t e r o t o x  i  na s  en e l  r a n g o  de
t e m p e r a t u r a s  de 22  a 44®C. No o b s t a n t e ,  a l  i g u a l  que d e j a r o n  
p a t e n t s  IBRAHIM y BALDGCK ( 1 9 3 1 )  ha y  d i f e r e n c i  as e n t r e  1 as  
c e p a s  en c u a n t o  a c r e c i m i e n t o  y s e c r e c i 6 n  de e n t e r o t o x i n a s  en 
c a c a  t e m p e r a t u r a .
A v a l o r e s  de pH i n f e r i o r e s  a 5 . 0  s d l o  hay c r e c i m i e n t o  a 3 7 * C .  
SegiTn I d  e x p r e s a d o  en l a  t a o l a  de p o r c e n t a j e  de  p r o d u c c i  dn en 
ca da  t e m p e r a t u r a  con r e s p e c t o  a l  m^ximo (RM7) l a  c a n t i d a d  m=s 
e l e v a d a  as e n t e r o t o x i n a  se s e c r e t d  a 23®C l a l . o5%) . v 1 a 
i n f e r i o r  ' .22 .7% ) a 22  *  C. En n u e s t r a  o p i n i C n .  é s t o  s e r f a
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e x p l i c a b l e  p o r  que s i  b i e n  e l  c r e c i m i e n t o  -fue d p t im o  a 2 2 * C ,  
s i  n em bargo p u ed e  que e s t a  t e m p e r a t u r a  s e a  r e l a t i v a m e n t e  
1n a d e c u a d a  p a r a  l a  s f n t e s i s  d e  e n t e r o t o x i n a s , ya  que h a y  que  
t e n e r  en c u e n t a  1 os f a c t o r e s  de a c i d e z  y de  a c t i v i d a d  de  
a g u a , p r i n c i p a l  m e n te .  I n c l u s o  a 22  *  C no se  pudo d e t e c t a r  
e n t e r o t o x i n a  en m ayonesas i n o c u l a d a s  con c e p a s  que s i  que 1o 
h a b ia n  p e r m i t i d o  en o t r a s  t e m p e r a t u r a s .
C . 4 .  INFLUENCIA DEL ACEITE
Es c u r i o s o  e l  hecho que con l a  ce p a  9 1 3  no se  d e t e c t a r a
e n t e r o t o x i n a  p r é s e n t e  en 1 as m ayonesas p r e p a r a d a s  con a c e i t e  
de o l i v a  in c u b a d o  a 2 8 * C ,  p e r o  que cuando e l  a c e i t e  -fue de  
g i r a s o l ,  l a s  c a n t i  d a d es  - fueran  muy e l e v a d a s .  E s t a  -fue l a  
i l n i c a  ce p a  en l a  que se  e x p e r i m e n t d  d i c h o  -fendmeno que p o d r i a  
s e r  d e b id o  a una a l t e r a c i d n  en e l  m e t a b o i i  smo de l a  c i t a d a
e s t  1 r p e .
A p a r e n t e m e n t e ,  se  ha s e c r e t a d o  mâs e n t e r o t o x i n a  en m ayonesas  
p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de g i r a s o l  ( 3 3 . 1  n g / 1 0 0  g) que en l a s
oe o l i v a  ( 2 2 . 5  n g / 1 0 0  g ) .  Al i g u a l  que a n t e s , t a m b ié n  pu eo e
r e - f l e j a r  que 1 os p r o d u r t o s  o e l  m e ta b o l  i smo e s t a f  i  1 o c ^ c i  co oe  
1 os « c id o s  g r a s o s  no r e p r im e n  l a  s f n t e s i s  cuando p r o c e d e n  d e l  
a c i d o  l i n o l e i c o  y s i  cuando 1 o ha cen  d e l  o l e i c o .
C . 5 .  EVOLUCION DE LA S IN T E S IS  DE ENTEROTOXINA CON RESPECTO AL
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TIEMPO
La  s v o l u c i û n  de l a  c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  r e g i s t r a d a  a 1o
l a r g o  de un p e r i o d o  de t ie m p o  i  n d i  ca  que t r a s  a l c a n z a r  un
m^ximo de e n t e r o t o x i n a  p r o d u c i d a ,  l a  c a n t i d a d  e x p e r i  m e n ta b a 
una r e g r e s i  d h , b i e n  g r a d u a i  o b i e n  d r  jT s t i  c a .  A n u e s t r o
e n t e n d e r  ^ s t o  se  puede  j u s t i  f i  c a r  de  v a r i a s  fo r m a s :
a)  Se ha i n d i c a d o  a n t e r i o r m e n t e  ( WARREN e t  a l . ,  19 75 ;
HUMBER e t  a l . ,  1 9 75 ;  JAMLANG e t  a l . ,  1 9 71 ;  WARREN 
e t  a l . ,  1 9 74 )  que e x i s t e  una d e p e n d e n c i  a e n t r e  e l
pH y l a  e s t a b i 1 i dad de l a s  m o l^ c u la s  de
e n t e r o t o x i n a ,  de fo r m a  que a v a l o r e s  i n f e r i o r e s  de 
pH es  tnàs s u s c e p t i b l e  de  s e r  i n a c t i v a d a .  E s to
p o d r T a  s u p o n e r  ca m b io s  c o n fo r m a c i  o n a l e s  de l a
m o l é c u l a ,  p o r  l a  que l a  r e a c c i â n
a n t f g e n o - a n t i c u e r p o ,  en l a  que nos basamos p a r a  l a  
t ^ c n i c a  de d e t e c c i d h  E L IS A ,  s u f r i  r i a  a l  t e r a c i  o n es .
La d i  s m in u c id n  en l a  c a n t i d a d  d e t e c t a d a ,  no
o b s t a n t e ,  no d e b e r f a  e n t e n d e r s e  en e l  s e n t i  do de uns  
d i s m i n u c i f n  de  l a  t o x i  c i  dad de l a  m o l e c u l a ,  p u e s t o  
que l a  a c t i v i d a d  b i o l w g i c a  y l a  in m u n o l t fg ic a  pueoen  
r.o r  a d i  c a r  en 1 os mismos d é t e r m i n a n t e s  o zo n a s  oe
l a  m o lg c u la .
b ) Con j u g a c i  5n de l a s  e n t e r o t o x  m a s  con a lg u n  f a c t o r  
p r e s e n t s  en e l  a l i m e n t o ,  quedando 1 os d é t e r m i n a n t e s  
a n t i g é ’n i c c s  e n c u b i  e r t o s  c o r  e l  mismo, i m p id ie n d o  su
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r e a c c i r f n  con e l  a n t f g e n o .  E s t e  e n g lo b a m ie n t o  p o d r f a  
r e q u é r i r  c i e r t o  t ie m p o  p a r a  p r o d u c i r s e , p o r  1o que 
l a s  e n t e r o t o x  i  nas se  d e t e c t a r  f a n  en un p r i n c i p i o .  
I g u a l m e n t e ,  su c a r  A l t e r  de r e v e r s i  b i 1 1 dad p o d r f a  
j u s t i  f  i c a r  l a  a p a r i  c i  dn de c u r v a s  P i  f a s i  c a s  
r e g i  s t r a d a s  en l a s  m u e s t r a s  35 0  (□ )  , 4 7 2  (0 )  pH 5 . 8  
y 1183  ( G ) , en 1 as  que t r a s  una d i s m i n u c i d n
t e m p o r a l  de l a  c a n t i d a d  de e n t e r o t o x i n a  p r e s e n t s ,  
l a  c o n c e n t r a c i t f n  de  e s t a  r e to r n d "  a i n c r e m e n t a r .
Hemos de h a c e r  n o t a r  que un f en^meno s i m i l a r  se  r e g i s t r û  en 
l o s  quesos de t i p o  manchego ( C a p f t u l o  I I )  en c u a n t o  a l a  
c a n t i d a d  de d e s o x i r r i b o n u c l e a s a  ( v a l o r a d a  p o r  e l  m étodo de  
a g a r  de a z u l  de  t o i u i  d i  n a )  y a l a  e n t e r o t o x i n a  p r e s e n t s ,  
p r o d u c i  A ld o s e  c u r v a s  c f c l i  c a s  de d e t e c c i t f n  de  ambas p r o t e f n a s  
a 1o l a r g o  d e l  t i e m p o  de m a d u ra c i  3n o a f i n a d o  de l o s  mismos.
C . 6 .  EVOLUCION DE LOS VALORES DE pH
En l a  m a y o r f a  d e  l o s  c a s o s  se  e x p e r im e n t t i  un d e s c e n s o  a c u s a d o
d e l  v a l o r  de pH i n i c i a l  (d i  smi n u c i  dn m ed ia  oe 0 . 7  un i  d a d e s  de
p H ) . MORITA y WOODBURN ( 1 9 8 3 )  o D s e rv a r o n  vn mismo fendm eno en
s a l  sas  c o n d i  m e n t a d a s , i n d i  ca n c o  q u e ,  de -forma g e n e r a l  , cu and o  
e l  pH e r a  e l e v a d o  ( > 5 . 8 )  d i s m i n u f a  en 8 h y c o n t i n u a b a  
d e s c e n d i  endo a 1o l a r g o  d e l  e x p e r i m e n t o .  Cuando e l  pH i n i c i a l  
e r a  b a j o  ( 3 - 5 . 6 )  i n c r e m e n t ^  en 8 h y ,  b i e n  p e r m a n e c iù  a s f  o 
b i e n  m o s t r t f  un l i g e r o  d e s c e n s o  en 24 h . En n u e s t r a s  mano s , se
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o b s e r v t f  un i n c r e m e n t o  d e l  pH p r i  n c i p a l  m ente  cu an d o  e s t e  f u e  
i n i c i a l m ente  de 4 .Û  a 5 . 0 ;  en 1 as  r e s t a n t e s  m u e s t r a s  se
o b s e r v d '  una d i  smi n u c i  dn d e l  v a l o r  i n i c i a l  d e l  pH. En e l
a p a r t a d o  c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  d i s c u s i d h  de l o s  r e s u l t a d o s  
h a b id o s  con e l  queso manchego se  i n d i  c d  que se  o b s e r v a b a  un
aum ento  d e l  v a l o r  de pH a m e d id a  que 1 os m ic r o o r g a n is m o s
m o r fa n  a l  f i n a l  de  l a  f a s e  de  m a d u ra c i  d n .  La  1 i  b e r a c i  dh de  
s u s t a n c i  as  am in a d a s  pu ed e  s e r  r e s p o n s a b l e ,  t a n t o  en e l  queso  
( C a p f t u l o  I I ,  a p a r t a d o  C . 7 . 2 . )  como en 1 as  m a y o n e s a s ,  d e l  
a l z a  d e l  v a l o r  de  pH, ya  que en A s t a s  ta m b id h  c o i n c i d e  con  
a q u e l 1 os v a l o r e s  d e l  pH donde no h a y  c r e c i m i e n t o  s in o  
d e s t r u c c i d n  c e l u l a r .  De i g u a l  f o r m a , t r a s  o n ce  d f a s  de  
i n c u b â c id n  se e x p e r i m e n t d  un l i g e r o  i n c r e m e n t o  en e l  pH , que  
ta m b id n  p o d r f a  s e r  d e b id o  a l a  d e s t r u c c i d n  c e l u l a r  o a un 
m e ta b o l i s m o  menos a c t i v o .
C . 7 .  RELACION ENTRE EL CRECIMIENTO Y LA RRODUCCION DE 
DESOX IRRIBONUCLEASA
No hemos d e t e c t a d o  una c o r r e l a c i  dn i n e q u f v o c a  e n t r e  1 os 
v a l o r e s  de r e c u e n t o  y l a  a c t i v i d a d  DNAsa. E s t a  d i s c r e p a n c i a  
con m u l t i p l e s  a u t o r e s  ya f u e  d i s c u t i d a  en e l  a p a r t a d o  
d e d ic a d o  a l a  d i s c u s i d h  de l o s  r e s u l t a d o s  d e l  queso m anchego.  
La f a l t a  de c o r r e l a c i  dn e n t r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  p r o d u c c i6 n  
d e  desox 1 r r  1 po n u c l  e a s a  ( c o e f  i c i  e n t e  de r e g r e s i  6n de <j. 04  v 
- O . l à  p a r a  1 as m ayonesas p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de o l i v a  y de  
g i r a s o l ,  r e s p e c t i  v a m en te )  r a d i c a  en e l  h e ch o  de que e x i s t e
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una m u l t i t u d  de  m u e s t r a s  en 1 as  que e l  v a l o r  de  1 a a c t i v i d a d  
e n z i m é t i c a  no c o r r e s p o n d e  con e l  c r e c i m i e n t o .  E s t e  -fenâmeno  
p r é s e n t a  dos v e r t i e n t e s :  p o r  un 1 ado a q u e l l a s  m u e s t r a s  en 1 as  
que a p e n a s  se  r e g i s t r d  a c t i v i d a d  c e l u l a r  y s i  n em bargo se  
d e t e c t a b â  a c t i v i d a d  DNAsa; p o r  o t r o , l a s  m u e s t r a s  que aun  
p r e s e n t a n d o  un d é s a r r o i  1o n o t a b l e  ap en a s  se  d e te c td "  a c t i v i d a d  
DNAsa.
E l  p r i m e r  g r u p o  e s t t f  muy c o n d ic io n a d o  p o r  e l  v a l o r  d e  pH 
i n i c i a l  de  l a  m ayo nes a ,  de -forma que e l  100% de 1 as  
m ayonesas con pH i n i c i a l  de 4 . 0  c u y a  m ed ia  d e l  
l o g a r i t m o  de UFC/g e r a  i n - f e r i o r  a 5 . 0  p r e s e n t a b a n  un 
h a l o  de a c t i v i d a d  DNAsa s u p e r i o r  o i g u a l  a 9 mm. La s  
c i  f r a s  r e s p e c t i  v a s  p a r a  o t r o s  v a l o r e s  de pH so n:  e l  
25% de pH 4 . 5 ,  e l  50% de 1 as  de pH 4 . 9 ,  e l  100% de  
1 as de p H 4 . 9 y e l  9 4 .7 %  de l a s  de pH 5 . 0 .  A v a l o r e s  
de pH s u p e r i o r e s  a 5 . 0  no se o b s e r v t f  n in g u n  c a s o  en 
e l  que con un n i v e l  b a j o  de c r e c i m i e n t o  se r e g i s t r a r s  
una a c t i v i d a d  DNAsa e l e v a d a .  E s te  fentfmeno se  observed  
a t o d a s  l a s  t e m p e r a t u r a s  e x p e r i  m e n ta l  e s .  A s f ,  e l  
3 7 .5 %  de l a s  m u e s t r a s  in c u b a d a s  a 2 2 * C, e l  60% a 2 6 *  
C, e l  72% a 3 7 *C  y e l  6 5 .7 %  a 4 4 *C  cuyo c r e c i m i e n t o  
h a o f a  S I  do en t A 'm i n o s  g l o b a l e s  i n - f e r i o r  a 1 0 0 . 0 0 0  
UFC /g  s e  d e t e c t a r o n  v a l o r e s  e le v a d o s  de a c t i v i d a d  
DNAsa.
En e l  s e gun do  g r u p o  se  e n g lo b a r o n  16 .7%  de l a s  m ayonesas  
p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de g i r a s o l  y e l  15 .49%  oe 1 as
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prep ar adas con aceite de oliva. Las cepas que
p r e s e n t a r o n  e s t e  fendm eno en a l g u n a  oe l a s  m u e s t r a s  
f u e r o n ;  100 ( 1 2 . 5 % ) ,  137 (1 2 % ) ,  3 5 0  ( 6 . 7 % ) ,  3 7 9
( 1 8 .2 % ,  t o d a s  p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de g i r a s o l ) ,  9 1 3  
(8 6 .7 % )  y 86  (7 .4 % )  . Se p r o d u j o  e l  fen<5meno de fo rm a  
e s p o r d d i c a  en t o d o s  l o s  v a l o r e s  d e  pH i n i c i a l e s  de l a  
mayonesa s u p e r i  o r e s  o i g u a l e s  a 5 . 1  y s i n  g u a r d a r  
r e l a c i d n  a lg u n a  con l a  t e m p e r a t u r a  o l o s  d f a s  de  
i n c u b a c i d n .  La  c e p a  9 1 3 ,  aun a d q u i r i e n d o  c i f r a s  de  
r e c u e n t o  e l e v a d a s  (3 0  x 10 ^  U F C /g ) m o s t rd  una  
a c t i v i d a d  DNAsa n e g a t i v a  en 8 6 .7 %  de 1 as  m ayonesas  
i n o c u l a d a s  con l a  misma.
C . 8 .  MAYONESAS COMERCIALES
DOYLE e t  a l . ( 1 9 8 2 )  a n a l i z a r o n  c i e r t a s  s a l s a s  e x p e n d :d a s  en
l o s  e s t a b i e c i  mi e n t o s  de E s ta d o s  Uni d o s , t a n t o  con una b a s e  
o l e o s a  como a c u o s a .  I n d i c a r o n  que e l  pH de l a s  mi smas e r a  de  
3 . 6  a 4 . 0 .  N u e s t r o  esquema de e x p e r i  m en to s  i n c l u f a  e s t u d i  a r  
e l  c o m p o r ta m :e n to  de l o s  e s t a f i 1 o c o c o s  en m ayonesas  
c o m e r c i a l e s .  Al i g u a l  que 1o e x p r e s a d o  a n t e r i o r m e n t e , se  
p r o c e d i  d  a e s t u d i  a r  l a  mayonesa e n t e r a  y d i 1u i  da  con j a r a b e  
de s a c a r o s a  (6 2 .5 % )  y con a g u a ,  no o b s e r v a n d o  c r e c i m i e n t o  en 
n in g u n o  de l o s  c a s o s .  No p r o c e d i  mos a c o r r e g i r  e l  pH de e s t a s  
m ayonesas c o m e r c i a l e s .
La 1 n c a p a c i  dad p a r a  s o p o r t a r  c r e c i m i e n t o  m o s t ra d a  D o r l a s
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m ayonesas c o m e r c i a l  es  e s t u d i a d a s  p a r  n o s o t r o s  pu ed e  o b e d e c e r  
a un pH i n i c i a l  e x t re m a d a m e n te  b a j o  ( 4 . 0 ) .  No o b s t a n t e ,  no  
podemos c o m p a re r  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  con l o s  de l o s  a u t o r e s  
a n t e r i o r e s ,  p u e s t o  que e l l o s  e s t u d i a r o n  e l  c r e c i m i e n t o  h a b id o  
p o r  l a  a d i  c i  (fn de l a s  s a l  s a s  a e n s a l  ad as  c o m p u es tas  p o r  
c a r n e ,  c o n c lu y e n d o  que r e t a r d a b a n  e l  d é s a r r o i  1o de l o s
e s t a f i 1o c o c o s , p o r  una d i s m i n u c id n  d e l  v a l o r  de  pH.
CAPITULO IV:
L E C H E  C Q N D E N S A D A
A . IN T R C D U C C IO N
A . I .  LECHE CONDENSADA
A . 2 .  EFECTO DE L A  aw  EN M ED IO S LA B O R A T D R IA L E S
A . 3 .  EFECTO DE L A  aw  SOBRE LA  S IN T E S IS  DE EN TER O TO XIN AS
A . 4 .  EFECTO DE LA  aw  SOBRE E L  C R E C IM IE N T O  DE E S T A F IL D C 0 C 0 3  Y
L A  S IN T E S IS  DE EN TER O TO XIN AS EN LOS A L IM ENTO S
A . 5 .  EFECTO DEL HUMECTANTE EMPLEADO 
A . 6 .  R E S IS T E N C IA  A L A  IN A C T IV A C IQ N
A . l .  LECHE CONDENSADA
El C 5 d ig D  Al i  (T ien tsn  o E spa no l d s r i n e  l a  l e c h e  co n d e n s a d a  como 
a C L ic i la  l â c h e  n i g i e n i c a d a  " c o n c e n t r a d a  con a z û c a r " p r i v a d a  oe 
p a r t e  ds  su agua  de c o n s t i t u e !  c3h y cu y a  c o n s e r v a c id n  se  
c c n s i g u e  medi a n t e  l a  a d i c i d n  de s a c a r o s a .
La s  c a r a c t e r T s l 1 c a s  que v ie n e n  e r u m e r a d a s  en d i c h o  C d d lg o  son
l a s  K l ç u i e n t e s :
M a t e r i a  a r a s a ,  con.o mi'ni mo, 8  p a r  lOij  en p e s o .
Ex t r  a c t o  s e c c  .x a g r o  ( s i n  a c i lT c a r ) ,  ccmo m f n i  mo 22  p o r
:0 0  en  p e s o .
I - p  L irez  as  m a c r c s c d 'p i  c a s  . g r  ad o  0
La p r c p o r C l  cr .a l  1 dad d e l  a z u c a r  v a r ia r a T  de un n f n i  tio a
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un m=x i mo, - f i j a d o  p o r  1 as  s i  gu i  e n t e s  f  d rm ul as  :
M ln im o  por  c i e n t o  i g u a l  a s e s e n t a  y dos coma c i n c o
menos c e r o  coma s e i s c i e n t o s  v e i n t i c i n c o  m u l t i p l i c a d o  
p o r  E ( 6 2 . 5  -  0 . 6 2 5  x E ) .
Mofximo po r  c i e n t o  i g u a l  a s e s e n t a  y c u a t r o  coma menos
c e r o  s e i s c i e n t o s  c u a r e n t a  y c i n c o  m u l t i p l i c a d o  p o r  E
( 6 4 . 5  -  0 . 6 4 5  X E ) .
S i  en do  e l  - f a c t o r  E i g u a l  a l  t a n t o  p o r  c i e n t o  de
e x t r a c t o  s e co  t o t a l  s i n  a z u c a r .
Menos de 3 0 . 0 0 0  c o l o n i e s  de g^rm enes po r  gram o.
A u s e n c ia  de c o l i  fo rm e s  en 0 . 1  gramos  
P r u e b a  de l a  f o s f a t a s a  n e g a t i v e .
La 1 ec h e  c o n d en s ad a  es  un p r o d u c t o  de g r a n  consumo en n u e s t r o  
p a i s .  Ha r e p r e s e n t a d o  una fo rm a  ds t r a t a r  e l  e x c e d e n t e  de  
l e c h e  y de t r a n s p o r t a r l  o y a l m a c e n a r l o  com,od ament e ,
pe rm i t i  en do  a s f  e l  consumo en l u g a r e s  de l a  g e o g r a f i a
d e f  1 C l  t a r i  os en ganado l e c h e r o .  Sus c a r a c t e r i ' s c i  c a s  
c o n s e r v a n t e s  se basan  en l a  a l  t a  p r o p o r c i d h  de a z u c a r  que  
c o n t i e n e n ,  p o r  1o que s6 1 o  1 os mi c r o o r g a n is m o s  o s m o t o l e r a n t e s  
pueden c r e c e r  y d é s a r r o i l a r s e  en e s t e  d e r i v a d o  1 / c t e o .
LOS e s t â t  1 1 ococos son p a r t i  c u l  a rm a n te  t o l é r a n t e s  a 1 os 
n i v e l a s  b a j o s  de humedao, una c a r a c t e r T s t i z a  que se e x p l o r a  
con f r e c u e n c i a  p o r  l a  a d i c i  dh de c o n c e n t r a c i ones
r e l a t 1 v a m e n te  e le v a d a s  de C lNa a 1 os m edio s  s e l e c t ; v o s  y en
l a  c o n s e r v a c i  dn ce  1 os a l i m e n t a s  se cos  y s a l a c o s ,  en
mer.melaaas v en a quel 1 os p r o d u c t o s  que 11 even g e l a t i n a  en su
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c o m p o s ic iw h .  S i  se  t i e n e  en c u e n t a  que en 1 os l o c a l e s  donde  
se a lm a c e n a n  1 os  b o t e s  de l e c h e  co nd en s ad a  pued en  
e x p e r i  m e n ta r  t e m p e r a t u r e s  e l e v a d a s  en v e r a n o , se  c o m p re n d e ra '  
l a  1m p o r ta n c i  a de  l a  p r e s e n c i  a de e s t a f 1 1o c oco s  en e s t e  
d e r i v a d o  I t f c t e o ,  y a  que p u d i e r a n  d é s a r r o i  1 a r s e  y p r o d u c i r
e n t e r  o t o x i  n a s ,  co r .v i  r t i  en do  e s t e  p r o d u c t o  en p o t e n c i  a l  m e n te  
t d x i c o .
SCOTT (1 9 5 3 )  i n v e s t i g d "  e l  e - fe c t o  de l a  a c t i v i d a d  de agua (aw)  
s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de 14 c e p a s  e n t e r o t o x i g ë ' n i c a s , h a l l a n d o  
que 1 os r i t m o s  d e  c r e c i m i e n t o  se  r e d u c i 'a n  de fo rm a  un i  f o r m e  a 
m edid a  que l a  aw d e c r e c i * a  p o r  l a  a d i  c i  dh de s o l u t o s .  I n c l u s o  
ap u n tr f  que l a  aw m in im a  que p e rm i  t e  e l  c r e c i m i e n t o  
e s t a f  i 1ocw ci co ( 0 . 8 6 )  e r a  i  n d e p e n d i e n t e  d e l  m edio  y d e  1 os  
s o l u t o s  e m p le a d o s  p a r a  a j u s t a r  1 a aw d e l  m edio a s T  como que  
d e l  c o n t e n i  do mToimo de agua que p e r m i t i r f a  e l  c r e c i m i e n t o .  
SCOTT c o n c l  uycT que l a  c a n t i d a d  mi'nima de agua n e c e s a r  i  a p a r a  
e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  se  e x p r e s a t a  m«s c o n v e n i  e n t e m e n t e  
en t é r m i n o s  de a c t i v i d a d  de agua en vec de c o n t e n i  do r e l a t i v o  
de agua o c o n c e n t r a c i d n  de 1 os s o l u t o s .  De e s t a  f o r m a ,  1 os
cam b ios  mi’n im o s  en 1 as  c o n c e n t r  ac i on es  c r i t i c a s  de 1 os
s o l u t o s  i m p e d ir  f a n  o l i m i t a r T a n  l a  p r o d u c c id h  de  
e n t e r o t o x i n a s .
La a d i C l d n  de s o l u t o s  a l  s i s t e m a  d e p r im e  1 a aw de a c u e r d o  con  
su c a n t i d a d  y l a  n a t u r a l e c a .  LÛTTER y LEISTNER (1 9 7 8 )  i n d i c a n  
que 1% oe m a t e r i a l  es t a i e s  coitiO c l o r u r o  s o d i c o ,  g l u c o s a  v 
p r o t e T n a  de l a  l e c h e  pueden a e p r i m i r  l a  aw d e l  agua p u r a  en
—381 —
0 , 0 1 .  Lo s  a l i m e n t o s  con l a  misma c a n t i d a d  de agua no t i e n e n  
n e c e s a r i a m e n t e  l a  misma aw y v i c e v e r s a .  La a c t i v i d a d  de agua  
de 1 os a l i m e n t o s  i n f l u y e  s o b r e  l a  f a s e  de l a t e n c i a ,  e l  r i t m o  
de c r e c i m i e n t o  y 1 os t i p o s  de 1 os m ic r o o r g a n is m o s  que puedan  
d é s a r r o i  1 a r s e .
La a c t i v i d a d  de agua (aw) se  d e f i n e  como l a  r e l a c i d h  e n t r e  l a  
p r e s i d h  de v a p o r  de una s o l u c i d h  (P ) y l a  d e l  agua p u r a  (Po)  
a l a  mi sma t e m p e r a t u r e  o l a  c e n t é ’s im a p a r t e  de 1 a humedad  
r e l a t i v e  de l a  a t m d â f e r a  una vez  en e q u i l i b r i o  con e l  
m a t e r i a l  a e s t u d i a r  (TROLLER, 1971 ;  TROLLER y 5TINSÛM, 19 75 ;
G E N IG E 0R G I5 ,  1 9 8 1 ) .
GENIGEORGIS ( 1 9 8 1 )  e s t i m a  que l a  aw mTnima p a r a  e l
c r e c i m i e n t o  se a f e c t a  p o r  un nûmero de f a c t o r e s  como son l a
d i s p o n i b i 1 id a d  de n u t r i  e n t e s , e l  p o t e n c i  a l  r e o o x  l E h ) , l a  
t e m p e r a t u r e ,  e l  pH, e l  t i  po de h u m e c ta n te  u t i l i z a d o  p a r a  
c o n t r ô l e r  l a  aw, e l  m étodo de c o n t r o l , y l a  c o n c e n t r a c i d n
1 n i  C l  a l  de l a  c e p a .
A . 2 .  EFECTO DE LA  aw EN M E D IO S  LA E C R A T O R IA LE S
E l  g r a d o  oe humedad n e c e s a r  i o p a r a  e l  d é s a r r o i  1 o de =^_aureus  
en t e r m i n a s  de aw ha s i  do e s t u c i a d o  e x t e n s i  va m en te  a p a r t i r  
oe 1 9 5 3 ,  ano en que se d e f i n e  e s t e  p a r a m e t r o .  En g e n e r a l . e l  
e f e c t o  de l a  d i s m i n u c i £ n  ce  l a  aw es m^s m arcado s o b r e  l a  
p r o d u c c i  £n de e n t e r c t o x i n a s  que s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o
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(GENIGEORGIS y SADLER, 1 9 6 6 ;  McLEAN e t  a l . ,  1 9 6 8 ;  HOJVAT y
JACKSON, 1 9 6 9 ;  TROLLER, 1 9 7 1 ;  TROLLER, 1 9 7 2 ) .
En co nd i c i  on es  de a e r o b i o s i s  se  r e q u i e r e n  v a l  o r e s  de 0 . 8 6  a 
0 . 8 8  (S C O T T ,1 9 5 3 ;  C H RIST IAN  y WALTHO, 1 9 6 2 ;  MARSHALL e t  a l . ,
1 9 71 )  p a r a  que e l  c r e c i m i e n t o  e s t a f i 1o c d c i c o  s e a  e f e c t i v o ,  
s i  n que l a  n a t u r a l e z a  de 1 os s o l u t o s  p r é s e n t e s  t e n g a  un 
e f e c t o  a p r e c i a b l e ,  aunque i  n v e s t  i  g a c i  ones  p o s t e r ! o r e s  han  
i n d i c a d o  que es  p o s i b l e  a aw de 0 . 3 4  (HANSEMAN e t  a l . ,  1981 ; 
LEE e t  a l . ,  1 9 3 1 ) .  En a n a e r o b i  o s i  s e l  v a l o r  aw m fn im o es de  
0 . 9 0  (SCOTT, 1 9 5 3 ) .
En c a l  do de i n f u s i d n  de c e r e b r o  c o r a z d n  con l a  a c t i v i d a d  de  
agua c o n t r o l ada p o r  C lN a ,  TROLLER (1 9 7 2 )  o b s e r v t f  que e l  
p e r i o d o  de g e n e r a c i  6n oe S ^ a u r e u s  1 9 6 E ,  que s i n t e t i z a  EEA,  
de 30 m in u t o s ,  se i n c r e m e n t ^  a 10 00  m in u to s  a l  in c u b a r  a 37  
cuanoo 1 a aw se  r e d u j o  es  0'. 93 a i j . 3 S 5 ,  y de 37  a 150 m in u to s  
a i  d i s m i n u i r  l a  aw de 0 . 9 8  a 0 . 8 9 .
A . 3 .  EFECTO DE LA aw SOBRE LA S IN T E S IS  DE ENTEROTOXINAS
La s i n t s s a s  ce e n t e r o t o x  m a  A se \ n h i t s  de fo rm a  m arc ada  po r  
l a  d i s m i n u c id n  oe aw, au nq ue su p r o d u c c i f in  s e a  r e l a t i v a m e n t e  
menos s e n s i b l e  a l a  aw que 1o es l a  EEB iTROLLER, 1 9 7 1 ,
1 9 7 2 ) .  Ml e n t r a s  que l a  c a n t i d a d  mcfxima de e n t e r o t o x  i na A 
m edida f u s  d i r e c t a m e n t e  p r o p o r c i o n a l  a l a  aw, s i  n t e t  i z s(ndose 
en va l o r e s  c e r c a n o s  a l e s  de c r e c i m i e n t o  (TROLLER, 1971;
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LOTTER /  LE ISTNER, 1 9 7 9 ) ,  1 a r e s p u e s t a  i n h i o i t o r i a  f u e
c o n s i d e r a b l e m e n t e  i n f e r i o r  a l a  de l a  e n t e r o t o x i n a  B. La  
r e d u c c i d ’n de l a  aw de 0 . 9 9  a 0 . 9 4 5  d e t e r  mi nd" una c a i d a  d e l  
60% ae l a  c o n c e n t r a c i  dn d e  e n t e r o t o x i n a  A. S in  em barg o ,  l a  
r e d u c c i d n  de 0 . 9 9  a 0 . 9 7 '  d  0 . 9 S ,  aun p e rm i t  i endo e l  
c r e c i m i e n t o  5 p t i  mo de l a  c e p a  C243 ( 1 0 ^ c e lu ^  a s / m l )
d i s m i n u y d  1 os n i v e l e s  de  EEB en 9 0  a 99%, d e p e n d !e n d o  d e l  
s o l u t o  e m p le a d o  p a r a  a j u s t a r  l a  aw.
La  aw m in im a  c a l c u l a d a  p o r  TROLLER ( 1 9 7 2 )  p a r a  l a  p ro d u c c id 'n  
de e n t e r o t o x  i  n a  e s t a f i 1o c o c i c i c a  A en m ed io s  de c u l t i v o  
1 a b o r a t o r ! a l  es  f ue  de 0 . 9 0 ,  p e r o  p o s t e r ! o r m ente  LOTTER y 
LEISTNER ( 1 9 7 3 )  a n a l  i  z a r o n  l a  a c t i v i d a d  ce  agua  mi n i  ir,a p a r a  
l a  s i n t e s i  s de EEA y p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  de S^_aureus_^ 
M a n i f e s t a r o n  que en c o n d i  c i  o n es  d p t i m a s ,  es  d e c i r ,  en un 
m e d io  r i  CO en n u t r i e n t e s  y  v i t a m i n a s ,  con una a c t i v i d a d  de  
a g u a  c o n t r o l  ada p o r  una m e z c la  de s a l e s  e in c u b a d a  a 30*^0, e l  
c r e c i m i e n t o  y l a  f o r m a c i d n  de e n t e r o t o x  i na A se i n h i b f a  e n t r e  
0 . 8 6 4  y Ù .B 6 7 ,  p e r o  a 2 5  ^ C , 1 os v a l o r e s  c o r r e s p o n d ! e n t e s
a s c e n d i e r o n  a 0 . 9 7 0  y 0 . 9 3 7 ,  h a b i  endo de p r o s e g u i r  l a
i n c u b a c i d h  d u r a n t e  dos sem anas p a r a  a p r e c i a r  l a  p r e s e n c i a  de 
e n t e r o t o x i n a .  A ra i*z  de su s  t r a o a j c s  re c o m e n d a rc n  que 1 os 
" a l i m e n t o s  de humecad i n t e r m e d i a '  ( IM F -  In te rm ,e d i  a t e
M o i s t u r e  Food) no d e b fa n  t e n e r  una a c t i v i d a d  de agua s u p e r i o r
a 0 . 9 6 ,  deb i d n do se  i n h i b i r  to d o  c r e c i m i e n t o  e s t a r 1 1o c r fc ic o  
□ue i m p l i c a r a  e l  r i e s g o  oe p r o d u c c i 5 n  de e n t e r o t o x i n a s .
LÜTTER V LEISTNER ( 1 9 7 9 ,  e s t i  maron i g u a l m ente que e x i s t e  una
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d i s c r e p a n c i a  11a m a t i va  e n t r e  l a  aw c a l c u l a d a  y l a  m ed id a  ( l a  
p r i m e r a  s u e l e  s e r  0 . 0 2  u n id a d e s  s u p e r i o r  a l a  s e g u n d a ) . E s te  
fendm eno se e x p l i c a r f a  p o r q u e  l a  a c t i v i d a d  de ag ua  se  c a l c u l a  
en f u n c i d h  de unos d a t o s  t e d r i c o s  de s a l e s  s o l u b l e s  en agua
p u r a ,  m i e n t r a s  que l a  aw m e d id a  se  ve  a f e c t a d a  p o r  1 os
h i d r o l i z a d o s  de p r o t e f n a ,  a z d c a r e s  y s a l e s  s o l u b l e s  p r é s e n t e s  
en e l  m e d io ,  que pueden d e p r i m i r  l a  a c t i v i d a d  de a g u a .  
I n d i c a r o n  como e je m p lo  que 1% de d ic h o s  m a t e r i  a l  e s ,  t a i e s  
como c l o r u r o  s u d i c o ,  g l u c o s a  o p r o t s T n a  de l a  l e c h e  pueden  
d i s m i n u i r  l a  aw ap ro x  i  m adamente O .O l  cuando se  e n c u e n t r a n  
d i s u e l t o s  en agua p u r a .
La e n t e r o t o x i n a  C s i g u e  un m o d e lo semej a n t e  a i  de l a  EEB, 
p e r o  GENIGEORGIS (1 9 8 1 )  no c o n s i d é r a  o p o r t u n o  e x t r a p o l a r  
e s t o s  d a t o s  a l  r e s t o  de 1 os t i p o s  de e n t e r o t o x  i n a  (D ,  E y F ) ,
p u e s t o  que e l  c o m p o r ta m ie n to  p a r e c e  v a r i a b l e .  A n t e s  Di e n ,
r e s u l t a r f a  a c o n s e j s b l e  una c u id a d o s a  e x p e r i ment a c i d n  con caoa  
t i p o ,  en v i s t a  de 1 as  c i  v e r g e n c : a s  co m p ro bad as  con l e s  
ff iodelos de 1 os t i p o s  A y B de e n t e r o t o x  i  na .
A . 4 .  EFECTO DE LA aw SOBRE EL CRECIMIENTO DE ESTAFILOCOCOS Y 
LA S IN T E S IS  DE ENTEROTOXINA EN ALIMENTC3
Se han p r e p a r a d o  v a n  os a l i m e n t o s  con humedad i n t e r m e d i a  
( IM F )  con una a c t i v i d a d  de ag ua  en e l  ra n g o  de 0 . 9 0  a 0 . 6 0 ,  
t a i e s  como c e rC o  a g r i d u l c e ,  p o l i o  y h e n n ic a n .  La  a c t i v i d a d  de  
agua oe a lq u n o s  de e s t e s  a l i m e n t e s  de humedad i n t e r m e d i a  se
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a j u s t a  a 0 . S 5  a 0 . 9 0  a f i n  de e v i  t a r  l a  p é r d i d a  de s a d o r e s  
p o r  e l  USD e x c e s i  vo de h u m e c t a n t e s .  I n c l u s o  1 as 1 e y e s  oe  
d i v e r s e s  p a i  ses p r o h ib e n  l a  a d i c i f i n  de h u m e c ta n te s  t a l e s  como 
e l  g l i c e r o l  y e l  p r o p i l é n  g l i c o l .  De a c u e r d o  con PAUSEY y 
DAVIES ( 1 9 7 6 )  es  p o s i b l e  e l  c r e c i m i e n t o  l e n t o  o l a
s u p e r v i  v e n c i  a p r o l o n g a d a  de S j^aureus en IMF. Las
e n t e r o t o x i n a s  A, B y C t a m b i^ n  pueden p r o d u c i r s e  p o r  c é l u l a s  
no r e p l i c a n t e s  que pueden s e r v i r  como - fu e n te  de f o n t a m i n a c i d n  
en a l i m e n t o s  de humedad i n t e r m e d i a  (JARVIS  e t  a l . ,  1975;  
PAWSEV y D A V IE S , 1 9 7 6 ) .
Los r e s u l t a d o s  h a b id o s  en 1 os m ed io s  1 a b o r a t o r i a l es  no son 
e x t r a p o l a b l e s  a 1 os a l i m e n t o s .  A e s t a  c o n c l u s i d n  1 1 e g a r o n  
TROLLER y STINSON ( 1 9 7 5 )  q u ie n e s  i n d i c a r o n  que l a s  c e p as  196E
y C243  c r e c i e r o n  b i e n  en p a s t a  de  ca m aron es  c u ya  aw se h a b f a
a j u s t a d o  a 0 . 9 1 .  No o b s t a n t e ,  1 as  1 i mi t a c i  ones de agua h a P ia n  
r e p r i  mi do 1 os r e c u e n t o s  m^ximos y 1 os r i t m o s  de c r e c i m i e n t o  
de ambas c e p a s .  La a c t i v i d a d  de agua de 0 . 8 9  im pi a i  6  e l  
c r e c i m i e n t o  de l a  ce p a  196E aunque se a p r e c i a r a  un l i g e r o
i n c r e m e n t o  de 1 os r e c u e n t o s  de l a  cepa  C243  d u r a n t e  l a s  24 n
1 n i  Cl a l  e s  de  in c u b a c i  fin de  l a s  p a s t a s .
TROLLER y STINSON ( 1 9 7 5 )  d e t e r m in a ro n  l a  aw m in im a en
d i v e r s e s  p r e p a r a d o s  a l  i  m e n t i  c i  os p a r a  l a  p r o d u c c i d ’n de EEA y
EEB a 3 7 * 0 ;  p a s t a  de c a m a r o n e s . EEA = 0 . 9 5 ,  EEB = 0 . 9 3 ;  p a s t a
de p a t a t a , EEA = 0 . 9 3 ,  EEB = 0 . 9 7 .  T A T IN I  ( : 9 7 3 )  nab fa
n o t i  + i c a o o  a n t e r i  o r m e n te  que l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  se 
p o d f a  p r o d u c i r  en a l i m e n t a s  a aw m,«s n a j a s .
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La i n f l u e n c i â  de  l a  r e l a c i f i n  h u m e d a d /s a l  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  
de agua f u e  e s t u d i a d a  p o r  POWERS e t  a l .  ( 1 9 3 1 )  en bacon  
e n l a t a d o .  C o n c lu y e r o n  que no es  p o s i b l e  to m a r  e l  p r i m e r
parâTmetro como m ed id a  d e l  segun do ya  que es  p o s i b l e  que e l
bacon t e n g a  una r e l a c i f i n  de h u m e d a d /s a l  i n f e r i o r  o i g u a l  a 
9 . 0  y t o d a v f a  m a n te n e r  una a c t i v i d a d  de agua de 0 . 8 6 .  
I g u a l m e n t e , LEE e t  a l .  (1 9 8 1 )  i  n f o r m a r o n  que e l  bacon  
i n o c u l a d o  con l a  c e p a  100 se  s i n t e t i z a b a  e n t e r o t o x  i n a  A
s ie m p re  que se  p r o d u j e r a  c r e c i m i e n t o ,  y e s t e  se  da ba  ya  a una  
a c t i v i d a d  de agua  de 0 . 8 4  en co n d i  c i  o n es  de a e r o b i o s i s  y a
0 . 8 3  en a n a e r o b i  o s i  s .
A . 5 .  EFECTO DEL HUMECTANTE EMPLEADO
El e f e c t o  de l a  aw en e l  g r a d o  de e n t e r o t o x i n a  s i  n t e t i  zad a  
puede e s t a r  i n f l u i d o  p o r  e l  t i p o  oe h u m e c t a n t e  e m p le a d o  p a r a  
c o n t r o l a r  l a  a c t i v i d a d  de a g u a .  TROLLER ( 1 9 7 6 )  mani f e s t f i  que 
en m eoio s  con s o l u t o s  m i x t o s ,  c o m p u es to s  po r  C lN a ,  C lK  y 
SO^Na^ ( r e l a c i d h  m o la r  5 : 3 : 2 )  se  p u ed e  f o r m a r  e l  d c b l e  de  
e n t e r o t o x  m a  B, que con un d n ic o  s o l  u t o  ( C l N a ) .
TROLLER y STINSON ( 1 9 7 5 )  u t i l i z a r o n  g l i c e r o l  como h u m e c ta n te  
e 1 n f  orm aro n  que l a  ce pa  l9 o E  s e c r e t a b a  e n t e r o t o x  m a  A h a s t a  
una aw de 0 . 9 5 ,  mi e n t r a s  que l a  C243 p r o d u c f a  e n t e r o t o x  m a  B 
a aw de 0 . 9 3 ,  en o e s a c u e r c o  con l e s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r m e n t e  
e x p r e s a d c s  p e r  TRGl_i_£R (1 = 7 1 ,  1 9 7 2 )  con m ed io s  oe
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1 a b o r a t o r i  o .  La d i -f e r e n c i  a e n t r e  ambos e s t u d i  os 1 a
j u s t i  f i  c a r o n  LOTTER y LEISTNER ( 1 9 7 8 )  po r  e l  h echo  de que e l  
g l i c e r o l  f u e  e l  h u m e c ta n te  e m p le a d o  en 1 os e s t u d i o s  con  
a l i m e n t o s  mi e n t r a s  que 1 os r e a l i :  ados  con m ed io s  de c u l t i v o ,  
s e  u t i l i r a r o n  s a l e s .  En e s t e  s e n t i  do MARSHALL e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  
mam f e s t a r o n  que en 1 os n i v e l e s  de aw e n t r e  0 . 9 6  y 0 . 9 0 ,  e l  
g l i c e r o l  pu ed e  i n h i b i r  e l  c r e c i m i e n t o  de S^_aureus en m«s 
d e l  10% que 1o h a c e  e l  C lN a .  S i  n e m b a rg o ,  TROLLER y STINSON  
( 1 9 7 5 )  i n d i c a r o n  que e l  g l i c e r o l  p o s e e  p r o p i  ed a d e s
i n h i b i t o r i a s  i n t r f n s e c a s  m fn im a s ,  en com parac i(5h  con o t r o s  
s o l u t o s  a n a d i  dos.
A . 6 .  RESISTENCIA A LA INACTIVACIQN
Un p ro D le m a  a n a d i d o  a l  c r e c i m i e n t o  ce  S a u r e u s  en a l i m e n t o s  
de humedad i n t e r m e d i a  es  e l  he cho  de que l a  a c t i v i d a d  de agua  
b a j a  1 n c re m e n ta  l a  r e s i s t e n c i a  a l a  i n a c t i v a c i  fin p o r  e l
c a l  o r . GOEPFERT e t  a l .  ( 1 9 7 0 )  h a l l a r o n  que l a  r e s i s t e n c i a
t é r m i c a  de 1 as s a lm o n e l a s  i n c re m e n ta b a  a m ed id a  que d is m in u T a  
l a  aw d e l  m edio  oe c a l  e n ta m i e n t o .  HSIEH e t  a l .  ( 1 9 7 5 ;  
m o s t r a r o n  que l a  r e s i s t e n c i a  t f i r m i c a  a u m e n ta b a  en e l  r a n g o  de 
aw ce 0 . 7 0  a 0 . 8 0  en s o l u c i o r e s  oe i n f u s i f i n  de c e r e o r c  y
c o ra z d h  con g l i c e r o l .  La mcT;; i ma r e s i s t e n c i a  a l a  i n a c t  i vac i  fin
t ë r m i  ca t i e n e  l u g a r  en v a l  o r e s  de aw e n t r e  O. 73  y 0. 8C' r:51 En
e t  a l . .  l 9 7 o ) . 1 n c re m e n ta n d o  4 v 10 v e c e s .  r e s p e c t i v a m e n t e .
C o n c lu y e r o n  que p a r a  g a r a n t i z a r  l a  s e g u r i c a d  es 1 os
a l i m e n t o s .  l e s  com p on entes  ce 1 os IMF d e b e r f a n  s e r
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p a s t e r i z âdos  a n t e s  de s e r  m e z c la a o s  can  l a s  s u s t a n c i a s  que 
r e b a j a n  l a  aw.
La c a p a c id a d  de c r  ec i mi e n t  o er, aw b a j a  depen ds  de l a  c e p a .  
H IL L  (1 9 7 5 )  y TROLLER (197oJ o b s e r v e r cn que 1 a aw m fni ma e r a  
de 0 . 3 3 ,  e l  p r im e r o  en un m edio  con i n - f u s id n  de c e r e b r o ,  e l  
segundo en un m e d io de h i d r o l i z a d o  de p r o t e f n a ,  a j u s t a n a c  l a  
aw con C lN a .  P e r o  e s t a  r e s i s t e n c i a  d e p e n d e  en g r a n  m edid a  de 
l a  c e p a  a e s t u d i a r .  TROLLER ( 1 9 7 6 )  s d lo  e n c o n t r a r o n  una cepa  
de s i e t e ,  c a p az  de c r e c e r  a 0 . 3 3 .
Los r e s u l  t a d o s  ds NÜTERMAN3 y HEL'VELMAN ( 1963 ) i n d i  can que l a  
aw mfr. ima p a r a  e l  c r e c i n i i e n t o  ce  a u r e u s  -fue oe 0 .B 7
( i g u a l  que SCOTT y TROLLER, 1 9 7 1 ) .  La p r o d u c c i f in  oe EES, EEC
V EEF es c l  a r  am ente  m^s s e n s i b l e  a l  e- . 'ecto  ce  l a  aw que 1 o es 
l a  s f n t e s i s  oe EEA. En c u i t i v o s  en l o t e s .  no se s i n t e t i z f i  
ni no un a de 1 as t O M n a s  a n t e r i  o r e s  en aw 0 . 9 3 ,  p e ro  s i  que 
se d e z e e t u  EEA. I n c l u s e  a aw de 1 . 9 0  sa pudo d e t e z t a r  
c a n z i  d a o es  c o n s i  d e r  ab l  es de EEA. A s f  mi sm,o. i n d i c a r o n  que 1 a 
s i n r e s z s  de EEA se o r z d u c i a  en t o c a s  l a s  c o n d i  c i  ones de aw 
que p e rm i  t e n  e l  c r  c-ci rra e n t o , mi e n t r a s  cue l a  de EEB se a t e c t a  
p r  i n c i  p a l  n e n ze  por 1 a a.-;, y l a  cs  EEC v EEF aepande da l  
e - fe c to  co.T.oinado ze  l a  aw .• de l a  te ,T ,z e r a z u r a .
B. RESULTADÛS
B . 1. EVOLUClûN DEL DESARROLLO DE LAS D 1STINTAS CEPAS
B . 2 .  INFLUENCIA DE LA MARCA
B . 3 .  INFLUENCIA DEL INQCULQ
B . 4 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION
Al i g u a l  que se menci onfi  en -1 os dos a l i m e n t o s  a n t e r i  o r e s  
( queso de t i  po manchego y m a y o n e s a ) , l a s  c u a l i d a a e s  
o r g a n o l ^ p t i c a s  d e l  p r o d u c t o  no s u t r i  e r o n  v a r i  a c i  dh con  
r e s o e c t o  a 1 as  i n i  c i  a l  e s ,  t a n t o  a q u f i l l a s  en 1 as que l a  
m u e s tra  f u e  d i l u f d a  con j a r a b e  de s a c a r o s a  (6 2 .5V . )  como en 
l a s  que no se  r e c u r r i  fi a e s t a  o p e r a c i  f in . A s f  mismo, a l  i g u a l  
que 1o e x p r e s a d o  a n t e r i o r m e n t e ,  l e s  v a l o r e s  de r e c u e n t o  
f u e r o n  muy s i m i 1 a r e s  en 1 os dos m ed io s  u t i 1 1 z a d o s , aunque h a v 
que n a c e r  menci fin q u e , a d i f e r e n c i a  de  1 os o t r o s  dos  
a l i m e n t o s ,  en e l  e s t u d i o  de l a  l e c h e  co n d e n s a d a  se  u t i 1 i z a r o n  
m edic  de Bai r  d - P a r k e r  iBF') y a g a r  s e n g r e  (A S ) .
B . l .  EVOLUClûN DEL DESARROLLO DE LAS D I3 T IN T A 3  CEPAS
En l a s  f 1 c u r a s  R Ll a RLB y en l a s  t a b l a s  P L I  y RL2 se m u e s t ra  
l a  e v c lu c i f in  ds 1 os r e c u e n t o s  de UFC de e s t a f 1 1o c o c o s /g  
d u r a n t e  1A d f a s  de i n c u o a c i  f in . En d i c h a s  f i g u r a s  se a p r e c i a  
como l a  t  ase  i o g a r i t m i c a  se  p r o l o n g e  h a s t s  e l  c u a r  t o  ci"a en 
1 as cepas 13 7 .  32 a  y 4 7 2 .  en l a s  que ë s t o  f u e  muv ac u sa d o .  En
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Figura RL 16’ R epresentocion g ra fica  de la  in flucncia  de! inoculo sobre
el desarro ilo  de S.aureus cep a  S -6  en leche condensada.
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d fa s
Temperatura de incubacidn; 37®C. Leche condensada; marco A
Figura RL 17: Representacion grafica de la in fluencia de la tem pe­
ratura de incubacidn sobre el desarroilo de S. oureus 
cepa S-6 en leche condensada.
 22° C
. — 28° C
  37° C
 42° C
dTas
0 5 632 41
Inoculo 100.000 UFC/g. Leche condensada: marco A.
Figura RL 18:Representacion gra fica  de la influencia del inoculo
sobre el desarro ilo  de S-oureus cepa 100 en leche
condensada.
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-1 0 0 0 .0 0 0  UFC/g
d 'a s
T em péra tu re  de incubacidn  37®C. Leche condensada: marca A
Figunx RL 19: R epresentacion  g ra fic a  de la in flu e n c ia  de la tem pé­
rature de incubacidn sobre et desarro ilo  de S.oureus  
cepa 100 en leche condensada.
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22“ C 
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Inoculo; 100.000 UFC/g. Leche condensada: m arca A.
Figura RL 20: Representocion grafica de la influencia de! inoculo so­
bre el desarro ilo^de S- oureus cepa 137 en leche con­
densada-
lOaOOO UFC/g
50.000 UFC/g
500.000 UFC/g  
1000.000 UFC/g
32 5 6 70 4
d io s
Temperatura de incubacicTn 37*C. Leche condensada: marca A
Figura RL 21: Representacion g ra fic a  de la influencia de la tempe­
ratura de incubocicfn sobre el desarroilo. de S-au reus 
cepa 137 en leche condensada.
-  6 -
dias
Inoculo: 100-000 UFC/g. Leche condensada: m arca A.
Figura RL 22:R epresentocion  g ra fic a  de la in flu e n c ia  del ino­
culo sobre el d e s a rro ilo  de S .aureus cepa I6 l en
leche condensada.
  100.000 UFC/g
— — — — 50*000 UFC/g
------------  500.00 0 UFC/g
— ——  1.000.000 UFC/g
0 1 
Tem peratura de incubacion; 37"C.
A 5 6 7
d ias
Leche condensada: marca A
Figura RL 2 3 :Representacion g ra fica  de la in fluencia  de la tem pe­
ratura de incubacidn sobre el desarroilo de S-oureus 
cepa 161 en leche condensada,
C7t 8 -
 22» C
 28® C
  37® C
dfas
Inoculo; 100.000 UFC/g. Leche condensada: marca A.
Figura RL 2 4 ;Representacion grafica de la  in fluen c ia  del inoculo sobre
el desarroilo de S. oureus cepa 196 E en leche condensada.
3  7- 
o»
-  6 - -
-  100.000 UFC/g
-  50.000 UFC/g
-• 500.000 UPC/g
-  1.000.000 UFC/g
-  5.000-000 UFC/g
d ias
Temperatura de incubacion: 3 7 °C. Leche condênsada: marca A
Figura RL 25:Representacio^n grafica  de la influencia de la tempe­
ratura de incubacidn sobre el désarroilo  de S. oureus 
cepa 196 E en leche condensada.
g:  8
  37° C
42° C
0 52 73 6
di as
Inoculo: 100.000 U FC/g. Leche condensada: m arca A.
Figura RL 2 6 :Representacion g ra fic a  de la in fluen c ia  del inoculo
sobre el désarroi lo de S. oureus cepa 326 en leche
condensada.
C7>
—  100.000 U FC /g
50.000 UFC/g
— 500.000 U FC /g  
- -  1JD00.000 U FC /g
d /a s
Tem perature de incubacion 37®C. Leche condensada! m arca A
Figura RL 27: Representacion g ra fica  de la in fluencia  de la  tem p e ­
ratura de incubacidn sobre el d esarro ilo  de S. oureus  
cepa 326 en leche condensada.
u.
d /o s
Inoculo 100.000 UFC/g. Leche condensada; m arco A
Figjra RL 2 8 :Representacion g ra fic a  de la in flu e n c ia  del inoculo
sobre el d e s a rro ilo  de S. aureus cepa  379 en leche
condensada.
-  100.000 
50*000  
500.000  
1.000.000 
1.000
0 1 2 3 A 5 6 , 7
 ^ d ia s
Tem peratura de incubacion: 37 °C . Leche condensada: m arca A
Figurd RL 29: Representacion g ra fica  de la in fluencia  de la  tem pe­
ratura de incubacion sobre el desarro ilo  de S .aureus  
cepa 379 en leche condensada.
d f a s
Inoculo: 100.000 UFC/g. Leche condensada: m arca  A
Figura RL 30 :Representocio^n grafica  de la  influencia  del inoculo so­
bre el desarro ilo  de S.oureus cepa 67 2 en leche con­
densada.
C7»
—  100.000 U F C /g  
- -  50.000 U FC /g
—  500.000 U FC /g
— 1.000.000 U FC /g
d ia s
Tem peratura de incubacion: 37®C. Leche condensada: m arca A
Figura RL 31: R epresentacion g ra fica  de la influencia de la tem pé­
ra tu re  de incubacion sobre el desarroilo de S. oureus 
cepa 672  en leche condensada.
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28* C 
37“ C 
62“ C
d ias
Inoculo 100.000 UFC/g. Leche condensada: m arca  A.
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Figura RL33 Volores medios del iogoritmo de UFC/g obtenidos 
en las mueslras de leche condensada inoculodos 
con d istintas concentrociones de coda cepa.
Ol
g
5.75.0 5.0 6.7
og inôcuio
56
100
137
196E
161
326
379
A72
Temperatura de incubGCi6n;37**C Leche condensada. Marca A
èI
^  Cl
o o
fN M  
O  t -
Cl Cl
o o
E
u o
fcl
a m  if i \x>
o
a
E
CM CM CM CM
H \  'V . \  \
U CM O «— CMt d
E
c U OO vû OO *-
o hDura e n
XI 0
3U
a
0) E
■o
H
(0 M 'T- o (N ^
10 U
Q
E
U vo 00
a
a v£3  m \o vo in
O '
0
a
E ry (N
H \  ^ \ \
M o o T -  O o o o
U
i
E
U m  m oa
a m vo m vo vfl
O '
o
!
ma O CM0 )
u W  T -
<
10 1 0w okl kl
1 0 1 0X S
m 1 0
•o1 0
0 ) ta•o c
C l
(V 7 3Cc 0<0 u
0) C I
" 0 X:u
C l( 0 a10 1 0
1 0 u
9) * 03 3E 4J
0 ) 0 ) c•O lO10c u
10 <0X ja0 0 3+J CJ0 C0 klM C IO 4J C l
E ca Vc 1 0m kl30) j Jm 1 0
10 14u ( 0 C l1 0 a
% ) > Ec ■4 C l4 J El
01 ta
(A 0a E1 0U 10 U
U 10 k1 0 kl aX 4 J1 0
1 0 C l3Ein
10 takl taE - l  1 -4
0aE 3
UH v O
U C
U
TD
r- U)
c  
0) QJ 
na 'O
o §
O' o  k,
m <u
-H JS
O Cl
u  i
g
&
a
O  o
o  t -
Cl
£ •4
U
C .
Cl U
c
m n
10
o
C
a c
X
Cl u
m
Cl ja
10 3
ü
10 C
10
<
z Cl
H 73
>1 10
kl
<0 3
10 4-1
< 10
z kl
Q Cl
a
73 E
10 Cl
73 E-
>
U E
10
U
10 k
a
Cl O
73 o
o
0 o
kl o
*J
Cl
E
0
73 D
ü
(0 O
0 c
i j
Tabla RL3: Enterotoxina detectada en las cuatro marc a s de lecbe
condensada inoculada con las d ife ren tes  cepas y a las 
dos temperatures expérim entales.
H T S6 100 137 161 326 379 472 ;
u
S
log UFC/*1 
EET
6.39
0/2
3.64
0/2
5.9
2/2
5.67
1/2
5.71
0/2
5.81
0/2
5.93 
1/2 •
u
Pî
log UFC/ml 
EET
6.0
1/2
3.64
0/2
6.63
2/2
6.24
1/2
6.54
1/2
5.89
1/2
6.64
1/2
u
k
log UFC/ml 
EET
5.66
0/2
0
0/2
5.49
2/2
5.94
0/2
4.48
0/2
5.83
NE
6.84
1/2
u
m
log UFC/ml 
EET
5.77
1/2
0
0/2
5.31
1/2
6.39
2/2(a)
6.8
0/2
6.13
NE
6.79
2/2
u
s
log UFC/ml 
EET
6.6
0/2
4.9
0/2
5.2
1/2
5.16
0/2
5.14
0/2
5.57
NE
6.73
2/2
C
U
R
log UFC/ml 
EET
6.71
2/2
4.37
0/2
5.78
2/2
5.8
1/2
7.36
1/2
6.0
NE
6.8
2/2
U
s
log UFC/ml 
EET
6.44
0/2
3.62
0/2
6.41
0/2
6.1
l/2(b)
6.2
0/2
5.54
NE
6.34
1/2
U
m
log UFC/ml 
EET
6.53
2/2
2.62
0/2
6.49
0/2
5.39
0/2
7.07
1/2
5.89
NE
6.6
0/2
NE: No estudiado
(a): 57 ng/lOOg
(b): 60 ng/lOOg
EET; tras la  barra se indica el numéro to ta l de mucstras, celante  
de la  barra las muestras p o s itivas  a la enterotoxina estudiada. Inoculo: 
100.000 UFC/ml. Tiempo de incubacion: 7 d ias . 
M: îlarca de leche condensada. T : temperatura de incubacion.
Tôfcla RL<: A c tiv ic a d  DI.Asa y TüAsa habidas en las  cuatro  r.iarcas 
de leche condensada inoculada con las  d ife re n te s  cepas 
y a las  dos tem peratures exp érim en ta les .
56 100 137 161 326 379 472
M T
A
S
log UFC/ml
DNAsa
TNAsm
6.39
1.0
0.9
3.64
0
0
5.9
1.0
0.9
5.67
0.9
0.9
5.71
1.1
1.0
5.81
1.0
1.0
5.93
0.7
0.7
R
log UFC/ml
DNAm
TNAam
6.0
0.9
0.8
3.64
0
0
6.63
1.1
1.1
6.24
0.9
0.9
6.54
1.0
0.9
5.89
0.7
0.9
6.64
1.0
0.9
B
h
log UFC/ml
ONAma
TNAam
5.66
NE
NE
0
0
0
5.49
0.9
1.0
5.94
0.9
0.9
4.48
1.0
0
5.83
0.7
0.7
6.84
0.8
0.75
R
log UFC/ml
DNAsa
TNAsa
5.77
NE
NE
0
0
0
5.31
1.0
0.8
6.39
0.9
0.9
6.8
0.9
0.7
6.13
0.7
0.8
6.79
1.0
1.0
C
s
log UFC/ml
DNAsa
TNAsa
6.6
NE
NE
4.9
0.9
0
5.2
0.95
1.0
5.16
0.7
0.7
5.14
0.9
0
5.57
0.9
0.7
6.73
0.85
0.85
log UFC/ml
DNAsa
TNAsa
6.71
NE
NE
4.37
0.9
0.7
5.78
1.1
1.0
5.8
0.9
0.9
7.36
1.2
0.9
6.0
1.1
0.7
6.8
1.05
1.05
0
s
log UFC/ml
DNAsa
TNAsa
6.44 j 3.62 
NE ! 0
NE 1 0
6.41 j 6.1 
1.1 } 0.9 
0.9 1 0.7
6.2
0.8
0.8
5.54
0.8
0.7
6.34
0.7
0.7
log UFC/ml
DNAsa
TNAsa
6.53
NE
NE
2.62
0
0
6.49
1.1
0.9
5.39
0.7
0
7.07
0.9
0.9
5.89
0.9
0.9
6.6
0.8
0.8
NI: No estudiado.
Los diam etrod de la  a c tiv id a d  01: As a y  TXAsa se expresan en cm. C: d iâm etro  
del halo in fe r io r  a 0 .6  a;.. !:arca de leche condensada. T: tem peratura  
de incubacion .
Inocu le: ICC.GOC urC/r.:l. Tienoo de incubacion ; 7 d ia s .
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1 as  r e s t a n t e s  c e p a s ,  e x c e p c iü n  h e ch a  de l a  1 0 0 ,  e l  
c r e c i m i e n t o ,  s i  b i e n  habT a  e x p é r im e n t a d o  un in c r e m e n t o  de un 
c i c l o  l o g a r i t m i c o  en l a s  p r i m e r a s  4 8  h ,  e s t a  f a s e  no t u e  t a n  
n o t a b l e .  La  c e p a  100 p r e s e n t d  una d i s m i n u c i û n  i n i c i a l ,  
r e c u p e r a n d o  v a l  o r e s  s i  mi 1 a r e s  a 1 os h a l l a d o s  con 1 as  o t r a s  
c e p a s  a p a r t i r  d e l  d i a  6 .
Una v e z  a lc a n z a d a  l a  f a s e  e s t a c i  o n a r i  a , 1 os r e c u e n t o s
o b t e n i d o s  se  m a n tu v i  e r o n  e n t r e  e s t r e c h o s  l i m i t e s ,  no 
s u - f r i e n d o  o s c i  1 a c i  ones  s u p e r  i  o r e s  a un c i c l o  l o g a r f t m i c o  
h a s t a  e l  f i n a l  de l a  e x p e r i e n c i a  en e l  d i a  14 .
L a s  c e p a s  que m o s t r a r o n  un c r e c i m i e n t o  m£s e l e v a d o  f u e r o n  l a
4 7 2  y l a  1 3 7 ,  c o r r e s p o n d ie n d o  e l  d é s a r r o i  1 o mSs p o b r e  a l a
c e p a  1 0 0 .
T r a s  14 di"as, 1 os r e c u e n t o s  c o n t i n u a r o n  s i  endo e le v a d o s  en 
t o d a s  l a s  c e p a s ,  o s c i l a n d o  e n t r e  S . 5 (c e p a  161) y 7 . 6  ( 1 3 7 ) .
S i n em b a rg o ,  t r a s  30  d i a s  no se  r é g i  s t r a r o n  c é l u l a s  
e s t â t  1 l o c d c i c a s  con a c t i v i d a d  v i t a l  en 1 as  m ayonesas que no 
t u e r o n  c i l u i d a s ,  s i  no que e l  i n d c u l o  e s t â t i 1o c r fc ic o  tu e  
d e p o s i t a d o  a s é p t i c a m e n t e  en e l  i n t e r i o r  d e l  b o t e .
En l a  t a b l a  R L 1 se a p r e c i a  e l  nùmero de m u e s t r a s  p o s i t i v a s
d e t e c t a d â s  en 1 os d f a s  4 ,  7 ,  11 y 14 de in c u b a c i d n  a 3 7 * C en
l a  m a rc a  A. En d i c h a  t a b l a  se  a p r e c i a  que 4 d i a s  p a re c e n  s e r  
1 n s u t 1 Cl e n t e s  p a r a  que se  s i  n t e t i c e  e n t e r o t o x i n a  en le c h e  
c o n d e n s a d a  en n i v e l e s  d é t e c t a b l e s  po r  e l  método oe l
-424-
m i c r o p o r t a .  S in  e m b a rg o , l a  m ayoro’a de  1 as  m u e s t r a s  p o s i t i v a s  
t u v i e r o n  l u g a r  e n t r e  1 os d i a s  7 y 1 1 ,  a p r e c i 4 h d o s e  un menor  
ndmero de p o s i t i v i d a d  en e l  d f a  14 .
B . 2 .  INFLUENCIA DE LA MARCA
En l a s  f i g u r a s  RL9 a R L 1 6 , a s i  como en l a  f i g u r a  Ri_33 y en 
1 as  t a b l a s  RL3 y RL4 se  e x p r e s s  e l  c r e c i m i e n t o  con d i f e r e n t e s  
m a rc a s .  F o r  l o  g e n e r a l ,  se  a p r e c i a  que e l  c r e c i m i e n t o  es  
s i m i l a r ,  s i  endo en l a  m a y o r i a  de 1 os  c a s o s  s u p e r i o r  a 3 7 *C  
que a 2S ^C , p e r o  no p u d i  endo h a c e r s e  e x t e n s i  vo p a r a  t o d a s  l a s  
c e p a s  n i  p a r a  t o d a s  1 as  m a r c a s .  Es i m p o r t a n t e  s e n a l a r  e l  
e x t r a n o  c o m p o rta m i  e n t o  de l a  c e p a  137 que a l  canzd" su 
d é s a r r o i l o  d o t im o  a l  s e r  in c u b a d a  a 2 8 " C con l a  m arc a  D (una  
l e c h e  d e s c r e m a d a ) .
Cabe r e s a l t a r  e l  co m p o r tam i e n t o  a t i ' p i  co de 1 a ce p a  100 a l  s e r  
i n o c u l a d a  en l a  m arca  B , no r é g i  s t r « n d o s e  c r e c i m i e n t o  a lg u n o  
n i  s i  qui e r a  a 1 as  24  h .
El v a l o r  méximo o b t e n i d o  c o r r e s p o n d i d  a l a  ce p a  3 2 b ,  a 37®C,  
en l a  m arca  C , s ie n d o  1 os v a l  o r e s  r n fn imes 1 os  
c o r r e s p o n d ! e n t e s  a l a  c e p a  10 0 .  Los v a l  o r e s  m ed io s  g l o o a l e s  
n a b i  dos en ca d a  t e m p e r a t u r a  y con c a d a  m arca  sa  r e p r e s e n t a n  
en 1 à f i g u r a  RL32.
Là e n t e r o t o x i n a  p r o d u c i o a  en ca da  una de 1 as m a r c a s , a l  s e r
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i n o c u l a d a  con 1 as d i s t i n t a s  c e p a s  e in c u b a d a s  t a n t o  a 28  como 
a 3 7  *  C se  m u e s t r a  en l a  t a b l a  RL3. En t é r m i n o s  g l o b a l e s ,  e l  
mayor ndm ero  de m u e s t r a s  p o s i t i v a s  ( d e t e c t a d a s  p o r  e l  m étodo  
d e l  " m i c r o p o r t a " ) ha a c o n t e c i  do en l a  m arca  C con 4 5 .8 %  de  
1 as m u e s t r a s  p o s i t i v a s .  T a m b id n  ha s i  do n o t o r i o  e l  p o r c s n t a j e  
de p o s i t i v i d a d  en l a  m a rc a  A ( 3 9 . 3 % ) .  Si n em b a rg o ,  en l a  
m arca  D, q u e ,  como ya  s e  h i  z o  c o n s t a r  a n t e r i o r m e n t e ,  es  un 
t i p o  de l e c h e  c o n d e n s a d a  d e s c r e m a d a , t a n  s d l o  2Û .87 . de  l a s  
m u e s t r a s  f u e r o n  p o s i t i v a s .  E s t a  d i  s m in u c i  6n d e l  p o r c e n t a j e  de  
m u e s t r a s  en l a s  que s e  d e t e c t d "  e n t e r o t o x i n a  es  e s p e c i a l  m ente  
m arc ado  a 37®  C d o n d e ,  t a l  y  como se  a p r e c i a  en d i c h a  t a b l a ,  
s 6 l o  3 m u e s t r a s  m o s t r a r o n  e s t a  c a r a c t e r i s t i c a .
La s  m u e s t r a s  de l e c h e  c o n d e n s a d a  que r e s u l t a r o n  p o s i t i v a s  con  
mayor f r e c u e n c i a  f u e r o n  a q u é l 1 a s  c c r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  
i n o c u l s d a s  con 1 as  c e p a s  137 y 4 7 2 ,  en ambos c a s o s  con un 
p o r c e n t a j e  de p o s i t i v i d a d  de 6 2 .5 % .  P or  o t r a  p a r t e , l a  cepa  
100 no oc as io n c j  n i  nguna  m u e s t r a  en l a  que l a  e n t e r o t o x i n a  A 
f u e r a  d e t e c t a b l e .
B . 3 .  INFLUENCIA DEL INOCULO SOBRE El  DESARROLLO DE S ^ a u r e u s
En 1 as f i g u r a s  R L l b ,  R L IB ,  R L 2 0 ,  R L 2 2 ,  R L 2 4 , R L 2 6 ,  RL2B y 
PL30 y en 1 as t a P l a s  RL5 y RL6 se  r e p r e s e n t s  cdmo a f e c t t f  l a  
c o n c e n c r a c i  i5n de l a  s u s p e n s i  6n i n i c i a l  de c a d a  ce p s  de 
e s t a f  1 1 occ'Cos a 1 o l a r g o  d e l  p é r i o d e  de in c u b a c i i^ n .  
I n d e p e n d ie n t e m e n t e  d e l  i n w c u l o , e l  c r e c i m i e n t o  t u e
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e x p o n e n c i  a l  h a s t a  e l  d i  a 4 ,  en e l  que s e  e s t a b i l i z d ’ l a  f a s e  
e s t a c i  o n a r i  a en una c i  f r a  de a l r e d e d o r  de  10 ^ a 10^ U F C / g , 
e x c e p t o  en e l  ca s o  de l a  c e p a  4 7 2  en e l  que f u e  de 10^ a 
1 0 8  .. La  f a s e  l a g  o de a c l i m a t a c i d n  i n i c i a l  e s  b a s t a n t e  
m arcada  en l a  m a y o rTa de 1 as  c e p a s ,  menos en l a  5 6 .
De e s t a s  f i g u r a s  se  pu e d e  d e s p r e n d e r  que e x i s t e  una c i e r t a  
r e l a c i d n  e n t r e  e l  v a l  o r  i n i c i a l  d e l  i n d c u l o  y l a  
c o n c e n t r a c ic 5 n  en c a d a  d i a , h e c h o  que se  h a c e  mafs é v i d e n t e  en  
1 as t a b l a s  RL5 y R L6 . En l a  t a b l a  se  e x p r e s a n  1 os v a l  o r e s  
m edio s  h a b id o s  en c a d a  c o n c e n t r a c i  6n de i n d c u l o  p a r a  c a d a  
c e p a .  La m e d ia  g l o b a l ,  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  de l a s  c e p a s  c b j e t o  
de e s t u d i o ,  p a r a  c a d a  uno de l o s  v a l  o r e s  de i n d c u l o  son 1 os  
que a c o n t i n u a c i d n  se  d e t a i l  an:
INOCULO lo g  U FC /g D e s v i a c i d n  t ^ p i c a
*  1 % 10 5 .  24
♦  5 X 104 5 . 6 2 0 .  87  6
♦  1 X 10^ 5 .  79 0 .  96 7
♦ 5 X 1oF 6 .  30 0 .  6 0 5
♦ 1 X 10^ 6 .  56 0 .  63 7
♦  5 X 10^
1
6 .  30 0 .  195
En t o d a s  1 as  c e p a s ,  e x c e p t o  en l a  56  que se  c o m p o r t t f  oe  una  
fo rm a  r e a l  m ente  a t T p i c a ,  l a  m e d ia  de l a  c o n c e n t r a c i  6n de  
UFC/g f u e  in c r e m e n t a n d o  con e l  v a l o r  d e l  i n d c u l o  i n i c i a l .
La cepa 37 9  f u e  i n c o r p o r a d a  a dos m u e s t r a s  de 1e c n e
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co n d e n s a d a  a l a  c o n c e n t r a c i 6 n  i n i c i a l  oe 1 . 0 0 0  UFC/g a f i n  de 
v e r  e l  e f e c t o  de i n d c u l o s  p o b r e s  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1o. Como se
a p r e c i a  en l a  f i g u r a  RL2S, t r a s  24  h se  h a b ia n  d é s a r r o i  1 ado 4
6 5  g e n e r a c i o n e s , t r a s  4 8  h 3 1 - 3 2  g e n e r a c i o n e s ,  y a l  t e r c e r
d f a ,  l a  c i  f r a  de  UFC ya h a b f a  s u p e r a d o  1 0 0 . 0 0 0  p o r  gram o. El
r i t m o  de c r e c i m i e n t o  e s  muy i n f e r i o r  con i n d c u l o s  méTs 
f u e r t e s ,  a l  canza lhdose  a n t e s  l a  f a s e  e s t a c i  o n a r i  a .
I g u a l m e n t e  se  e s t u d i d  un i n d c u l o  de S . 0 0 0 . 0 0 0  UFC/g  con l a s  
c e p a s  S6 ( f i g u r a  R L16) y 196E ( f i g u r a  R L 2 4 ) . Ya hemos
i n d i c a d o  que l a  c e p a  S6 s e  c o m p o r td  de  fo rm a  a t f p i c a ,  
o b t e n i é n d o s e  que con d i c h a  i n d c u l o  l a  m e d ia  r é s u l t a n t e  f u e  de  
6 . 1 1 ,  es  d e c i r ,  i n f e r i o r  a l a  o b t e n i d a  cu an d o  e l  i n d c u l o  e r a  
de 1 . 0 0 0 . 0 0 0  U F C /g .  P or  e l  c o n t r a r i o ,  con l a  ce p a  19bE y con  
un i n d c u l o  de 5 . 0 0 0 . 0 0 0  U F C /g  e l  v a l o r  m e d io  c o r r e s p o n d i s  a 
6 . 5 ,  s u p e r i o r  en e s t e  c a s o  a t o d c s  1 os  demds e s t u d i a d o s .  No 
o b s t a n t e , en ambos c a s o s , d i s m i n u y d  e l  numéro de UFC/g con
r e s p e c t e  a l  i n i c i a l .
La c i n d t i c a  de l a  r e a c c i d n  f u e  d i f e r e n c e  p a r a  ca da  c e p a .  A s i , 
en l a  100 y t r a s  d i s m i n u i r  l o s  r e c u e n t o s  ap ro x im a d a m e n c e  un
c i c l o  1 o g a r  i ' tm i  co  e l  p r i m e r  d i  a , en l o s  s u c e s i  vo s  se
e s t a b i 1 1 z a r o n  1 os v a l  o r e s  de r e c u e n t o  en c i f r a s  
a p r o x 1madamente s i  mi 1 a r e s .  En l a  c e p a  1 3 7 ,  l o s  v a l  o r e s  no se  
i g u a l a r o n  h a s t a  e l  d f a  3 y en l a  161 e s t o  no o c u r r i d  h a s t a  e l  
sépti iT io di"a. En 1 as  c e p a s  32o  y 3 7 9  se  r é g i  s t r a r o n  c i  f  r a s  
S I m i 1 a r e s  de r e c u e n t o  ya  en e l  d f a  5 ,  m i e n t r a s  que en l a  4 7 2  
f u e  en e l  d i a  4 .
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Con una c o n c e n t r a c i 6 n  i n i c i a l  de es ta - f  1 l o c o c o s  de  5  x 1 0 ^  se  
d e te c td "  e n t e r o t o x i n a  p r e s e n t e  en 8 de  l a s  16 m u e s t r a s  
i n o c u l a d a s .  E s t a  p r o p o r c i d n  -fue i n - f e r i o r  en 1 os o t r o s  
i n d c u l o s ,  y a  que t a n t o  con una c o n c e n t r a c i d h  i n i c i a l  de 1 x 
1 0 ^  como de 1 X s e  d e t e c t a r o n  7 m u e s t r a s  p o s i t i v a s  con
c a d a  v a l o r  de i n d c u l o ,  y 6 en l a s  16 m u e s t r a s  en l a s  que e l  
i n d c u l o  -fue de 5  x 104 . Cuando 1 os e s ta - f  i  l o c o c o s  se  
a g r e g a r o n  a l a  l e c h e  c o n d e n s a d a  en l a  c o n c e n t r a c i d n  de 1 . 0 0 0  
UFC/g no se  pudo c o n s t a t e r  l a  p r e s e n c i a  de  e n t e r o t o x i n a .
B . 4 .  INFLUENCIA DE LA TEMF'ERATURA DE INCUBACIÜN
La i n f 1u e n c i  a que e j e r c e  e s t e  p a r â m e t r o  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1o 
de 1 as d i s t i n t a s  c e p as  de S ^ a u r e u s  s e  r e p r é s e n t a  de -forma
g r à - f i c a  en l a s  f i g u r a s  RL 1 7 ,  R L 1 9 ,  R L 2 1 , R L 2 3 ,  R L 2 5 ,  R L 2 7 ,
RL29 y R L 3 1 , a s f  como en 1 as  t a b l a s  RL7 y RL8. De l a s  t a o l a s  
se d e s p r e n d e  que en t d r m i  nos g l o b a l e s  l a s  t e m p e r a t u r a s  
û p t im a s  de c r e c i m i e n t o  han s i d o  42  y 37  C ( s ie n d o  l a  m e d ia  
d e l  l o g a r i t m o  de UFC/m l 5 . 8 2 5  y 5 . 7 7 5  y l a  d e s v i a c i d h  t i ' p i c a  
0 . 8 5 0  y 0 . 9 5 1 ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) , s i  b i e n  ta m b id n  ha s i d o  
a b u n d a n te  a l a s  t e m p e r a t u r a s  de 22  ( 5 . 5 2 5 )  y 2 8 * C  ( 5 . 4 ) .  E l  
t r a t a m i  e n t o  e s t a d i s t i c o  d e *  co m p a ra c i  dn de dos m é d ia s  i n d i c a  
que l a  d i f e r e n c i a  h a b id a  e n t r e  3 7 —42 y 2 2 —2 8  e s  s i g n i f i c a t i v e  
( t  = 2 . 5 8 8 )  e n t r e  l o s  I f m i t e s  de c o n f i  a n za  d e l  95%.
El c r e c i m i e n t o  f u e  â p t i m o  a 2 2 "C en t r è s  c e p a s  (S 6 ,  161 y
429“
3 2 6 ) ,  p e r o  r e s u l t û  p e o r  en c u a t r o  o c a s io n e s  (XOO, 13 7 ,  196E y 
4 7 2 ) .  F o r  l o  g e n e r a l ,  28  * C  f u e  l a  t e m p e r a t u r a  a l a  que e l  
c r e c i m i e n t o  a d q u i r i 6 v a l o r e s  mâs b a j o s .  T a n t o  a 37  como 42“ C 
e l  c r e c i m i e n t o  a d q u i r i d  v a l o r e s  s i  mi 1 a r e s , s i e n d o  l i g e r a m e n t e  
s u p e r i o r  en l a  se gun da  t e m p e r a t u r a .  L a s  c e p a s  137 y 4 7 2  
c r e c i e r o n  me j  o r  a 37®C que a l a s  o t r a s  t e m p e r a t u r a s ,  mi e n t r a s  
que l a  S6 f u e  l a  c e p a  que c r e c i ^  p e o r  a e s t a  t e m p e r a t u r a .
C u a r e n t a  y d o s 'C  f u e  l a  t e m p e r a t u r e  d p t im a  de c r e c i m i e n t o  de
1 as  c e p a s  1 0 0 ,  196E y 3 7 9  y l a  p e o r  de l a  c e p a  3 2 o .
E l  v a l o r  g l o b a l  m^s a l t o  a lc a n z a d o  f u e  e l  de l a  cepa 1 6 1 ,  ya  
que l a  m ed ia  a l c a n z a d a  f u e  de 7 . 1  a 2 2 " C .  A 22 "C  s ie m p r e  se  
o b t u v i e r o n  v a l o r e s  muy a l t o s  de c r e c i m i e n t o  en a q u e l l a s  c e p a s  
que c r e c i a n  b i e n  a e s t a  t e m p e r a t u r a  ( 3 2 6 ,  6 . 9 ;  S 6 ,  6 . 7 ) .
En c u a n t o  a l a  c i n é t i c a  d e l  d é s a r r o i  1o ,  en c a s i  t o d a s  1 as 
c e p a s  e l  v a l o r  de U FC /g  a s c ie r .d e  g r a d u a l  m ente  en t o d a s  l a s  
t e m p e r a t u r a s  p o r  i g u a l ,  e x c e p t o  en l a  c e p a  4 7 2  en que a 22®C
su be h a s t a  e l  3 d i a ,  a 37  su be  h a s t a  e l  d f a  4 ,  p a r a  1u e j o
d i s m i n u i r  y a 29  y a 4 2 *C  c o n t i n u a  i  n c re m e n ta r .d o .
En l a s  ce pas  5 6 ,  1 0 0 ,  1 3 7 ,  196E , 37 9  y 4 7 2  l o s  v a l o r e s  se
m a n t u v ie r o n  s i  mi l a r e s  a t o d a s  1 as  t e m p e r a t u r a s  d u r a n t e  e l  
p r i m e r  y  segur.do oi^as. a p a r t i r  de l o s  c u a l e s  se mam f  e s t a r o n  
l a s  Cl f  e r e n c i  a s , e r .c e p to  en l a  ce p a  3 7 9  en l a  que no se  nan  
d e t e c t a d o  g r a n d e s  v a r i a c i  ones  e n t r e  l o s  v a l o r e s  r e g i s t r a d o s  a 
cada  t e m p e r a t u r a .  En l a  ce pa  l o i  1 as c i f r a s  de UFC/g f u e r o n  
d i f e r e n t e s  ya oe soe  e l  p r i m e r  d i a  y en l a  32 6  se
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e s t a b l e c i e r o n  dos g r u p o s  en l o s  c u a l a s  l o s  v a l o r e s  de 
r e c u e n t o  f u e r o n  s i m i l a r e s :  p o r  un l a d o  e l  c r e c i m i e n t o
ad q u i n o '  c a r â c t e r  p a r  e c i  do a 22  y a 3 7 * C ,  mi e n t r a s  que p o r  e l
o t r o ,  a 29  y a 4 2 * C ,  l a s  c i f r a s  r e g i s t r a d a s  f u e r o n  p a r e c i d a s .
E l  m ^todo em p le a d o  p a r a  l a  d e t e c c i d n  de l a s  e n t e r o t o x i n a s  
e s t a f i 1o c d c i c a s  ha  s i d o  e l  de  l a  d o b l a  d i f u s i d h  en g e l  de 
a g a r  u t i l i z a n d o  p o r t a o b j e t o s  como s o p o r t e .  S d lo  se
o b s e r v d  l a  p r o d u c c id n  de e n t e r o t o x i n a  en 21 de l a s  64  (3 2 .6 7 . )  
m u e s t ra s  exami n a d as  a 1 a s  c u a t r o  t e m p e r a t u r a s  d i  f e r e n t e s  
( t a b l a  R L 7 ) .  A 22  *  C n in g u n a  c e p a  p r o d u j o  e n t e r o t o x i n a  en 
c a n t i d a d e s  d é t e c t a b l e s ,  e x c e p t o  en e l  ca so  de l a  ce p a  1 6 1 ,  en 
l a  que como se  m enc ion d  m^s a r r i b a ,  e l  c r e c i m i e n t o  a l c a n z d  un 
v a l o r  de 12 mi 11 ones  de U F C /g .  La t e m p e r a t u r a  a l a  que se  
r e g i s t r d  e n t e r o t o x i n a  con mayor f r e c u e n c i  a f u e  4 2 * C ,  p r e s e n t e  
en ocho de 1 as 16 m u e s t r a s  e x a m in a d a s  a e s t a  t e m p e r a t u r e .  
A q u e l1 os c a s o s  en l o s  que no se observO* e n t e r o t o x i n a
c o i n c i d i d  con un b a j o  n i v e l  de c r e c i  mi e n c c  de l o s
e s t a f 1 1ococo s  (c e p a s  1 0 0 ,  196E y 3 2 6 ) ,  En l a s  c e p a s  161 y 3 7 9  
c o r r e s p o n d i d  i g u a l m e n t e  a l a  m u e s t r a  con un v a l o r  i n f e r i o r  de  
U FC /g .
Cuando l a  t e m c e r a t u r a  de i n c u b a c i  dn f u e  de 37  *  C se  
r e g i s t r a r o n  7 m u e s t r a s  en l a s  c u a l e s  s e  e n c o n t r a b a  
é n t e r o t o x 1 na p r é s e n t e  y  en n u e v e  no se  pudo d e t e c t a r . E x c e p to  
en l a  ce p a  3 2 6 ,  en t o d o s  l o s  dem«s c a s o s  p c s i t i v o s ,  t a m b i ^  
l o  fu e r o n  a 42®C. En l a  m e n c io n a d a  cepa  e l  c r e c i m i e n t o  f u e  oe 
mos Ce 3 . 0 0 0 . 0 0 0  de UFC /g  a 3 7 * C ,  m i e n t r a s  que a 4 2 *C  f u e  de
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t a n  s o l o  4 0 0 . 0 0 0  U F C /g .
S d lo  se  d e t e c t d  e n t e r o t o x i n a  en 4 de l a s  16 m u e s t r a s  de l e c h e  
c o n d e n s a d a  i n o c u l a d a s  con l a s  d i  f e r e n t e s  c e p a s .  En to d o s  1 os 
c a s o s  c o i n c i d i d  con v a l o r e s  de r e c u e n t o  s u p e r i o r e s  o i g u a l e s  
a 8 0 0 . 0 0 0  U F C /g .
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C. d is ç u s id n
C . l .  EFECTO DEL A2UCAR
C . 2 .  EFECTO DE LA TEMPERATURA
C . 3 .  EFECTO DEL INOCULD
C . 4 .  EFECTO DE LA MARCA DE LECHE CONDENSADA EMPLEADA
La p r e s e n c i  a de  e n t e r o t o x i n a s  en l a  l e c h e  c o n d e n s a d a  puede
t e n e r  dos o r i 'g e n e s .  P or  un l a d o  e x i s t e  l a  p o s i P i l i d a d  de  
c r e c i m i e n t o  de e s t a - f i  1 o c o c o s  y s T n t e s i s  de e s t a s  t o x i n a s  en 
e l  p r o d u c t o  t e r m i n a d o ,  cuando se  r e c o n t a m in a  po r  
e s t a f i 1o c o c o s .  E s t e  p a r t i c u l a r  es  en e l  que se  b a s a  e l
p r e s e n t e  e s t u d i o .
Por o t r o  l a d o ,  y g r a c i a s  a l o s  s is t e m a s  a c t u a l  e s  de  
p r o d u c c id h  de l e c h e  c o n d e n s a d a ,  en fo rm a  c o n tT n u a ,  en l o s  que  
e l  J a r a b e  oe s a c a r o s a  se  a d i c i o n a  a l a  l e c h e  a n t e s  de su  
c o n c e n t r a c i d n , ya  que l a  t e c n o l o g f a  p e r m i t s  lu e g o  e l e v a r  l a
t e m p e r a t u r a  s o b r e  1 2 0 *  C ( e v i t a n O o  a s f  l a  c a r a m e l i z a c i  dn ) ,
t a m o id n  e x i s t e  l a  p o s i b i l i d a d  de una c o n t a m in a c i d n  en l o s
t a n q u e s  de e s p e r a ,  donde l a  l e c h e  se m a n t ie n e  d u r a n t e  c i e r t o
t i e m p o ,  p r e v i a  a l a  c o n c l u s i d n  d e l  p r o c e s a d o .  En v i r t u d  de
l a s  c a r a c t e r T s t i ca s  de t e r m o r r e s i s t e n c i a  de l a s  
e n t e r o t o x i n a s ,  una vez s i n t e t i  z adas en l o s  ta n q u e s  p o d r f a n  
s u p e r a r  e l  p r o c e s o  de c a l e n t a m i e n t o  y c o n c e n t r a c i  dn y
e n c o n t r a r s e  de e s t a  fo rm a  p r é s e n t e s  en e l  p r o d u c t o .  DONNELLY 
e t  a l .  (1 9 6 7 )  i n d i  c a ro n  que l a  m a y o r ia  de l a  l e c h e  c r u d a  
c o n t e n f â  e s t a f  i 1ococos c o a g u la s a  p o s i t i v o s ,  de l o s  que
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a lg u n o s  e r a n  e n t e r o t o x i  g ë n i c o s , p u d ie n d o  p r o d u c i r
e n t e r o t o x i n a s  a n t e s . d e  co m enzar  e l  p r o c e s a d o .
Segdn HANSEMANN e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  v a l o r e s  de a c t i v i d a d  de  ague  
i n f e r i o r e s  a 0 . 8 4  s e r i a n  una b a r r e r a  e f i c a z  p a r a  i m p e d i r  e l  
c r e c i m i e n t o  de l o s  e s t a f i l o c o c o s .  No o b s t a n t e ,  l o s  d a t o s  
h a b id o s  en c u a n t o  l a  a c t i v i d a d  de ag ua  m in im a  que p e r m i t e  e l  
c r e c i m i e n t o  y l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  son muy v a r i a b l e s ,  
p r o b a b le m e n t e  en ba se  a l o s  d i s t i n t o s  p r o d u c t o s  que se  han 
em p le a d o  p a r a  a j u s t a r  d i c h a  a c t i v i d a d  de a g u a .  Asi*,  mi e n t r a s  
VERRIPS y RHEE (1 9 8 1 )  y CH R IST IA N y WALTHO ( 1 9 6 2 )  i n d i c a r o n  
que e l  c r e c i m i e n t o  podTa d a r s e  en a c t i v i d a d e s  de agua  
i  n f e r i  o r e s  a 0 . 9 2 ,  TROLLER ( 1 9 7 1 )  no d e t e c t d " e n t e r o t o x i n a  B 
en a c t i  v i  da des  de agua de 0 . 8 7 ,  0 . 9 0 ,  0 . 9 3  o 0 . 9 6 ,  a u n que e l  
n timer o de c e l u i  as ex c e d i  e r a  de 10 ^ /g r a m o .
NOTERMANS y HEUVELMAN ( 1 9 8 3 )  f a c i l i t a r o n  l o s  d a t o s  de que l a  
s f n t e s i  s de  EEA e r a  f a c t i b l e  en v a l o r e s  de pH de 5 . 5  y a l ] f  
C , y que se p r o d u c f a  s ie m p r e  que habTa  c r e c i m i e n t o ,  mi e n t r a s  
que l a  de EEB se a f e c t a b a  po r  l a  a c t i v i d a d  de a g u a .  El  
c r e c i m i e n t o  no e r a  p o s i b l e  a 12*C  con una a c t i v i d a d  de agua  
de 0 . 9 6  s i  e l  pH e r a  i n f e r i o r  a 4 . 9 .
En l o s  dos c a p f t u l o s  a n t e r i o r e s  ya se  d i s c u t i t f  l a  e l e c c i d h  de  
l o s  medi os de c u l t i  v o .  E l  m ed io  de B a i  r d - P a r k e r  ha s i d o  
d e s c r i  t o  p o r  v a r i o s  a u t o r e s  como d p t im o  p a r a  l a  r e c u p e r a c i d h  
oe e s t a f  i 1ococos a p a r t i r  de l o s  a l i m e n t e s ,  donde  
p r e s u m ib le m e n t e  h a b r f a n  e x p e r im e n t a d o  c o n d ic  i ones  e s t r e s a n t e s
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(v e r  C a p i t u l e  I I ,  a p a r t a d o  C . ) .  P a r a  e l  a l i m e n t o  o b j e t o  de l a  
p r é s e n t e  d i s c u s i t f n ,  l a  l e c h e  c o n d e n s a d a , nemos u t i l i z a d o  e l  
m edio  de a g a r  s a n g r e  en vez d e l  de r e c u e n t o ,  PCA, con l a  
■ f in a l io a d  de co m p ro bar  r u t i n a r i  am en te  l a  e s t a b i  1 i  dao de l a s  
n e m o l i s i  n a s .
De i ç u a l  f o r m a , en e l  c a p i ’t u l o  I I  se  d i  s c u t i c f  y j u s t i f i e d  e l
USD de l o g a r i t m o s  y l a  n e c e s i  dad de r e a l i  z a r  o p e r a c i  ones
(T ia te m it ic a s  con e l  1 o s , t a l  y como s i  se t r a t a r a n  de g u a r is m o s  
de uso comiin, aCn a s a b ie n d a s  d e l  e r r o r  m a t e m â t ic o  que se
i n c l u y e .
La= c u a l i a a d e s  f i s i c o  qui mi ca s  de 1 as m ayonesas a l  f i n a l i z a r  
e l  p e r  1 odo de in c u b a c i t fn .  perm anec i an i n v a r i a o l e s  con r e s p e c t o  
a l a s  i n i c i a l e s ,  no a p r e c i  ondose en a b s o l u t o  de fo rm a
m a c r o s c d p :c a  n in g u n a  a l t e r a c i d n  en l a s  m u e s t r a s .
C . l .  EFECTO DEL A2UCAR
P ro c e d im o s  a d i l u i r  l a s  m u e s t r a s  de mavonesa con un j a r a b e  en 
e l  que l a  c o n c e n t r a c i  dn de s a c a r o s a  e r a  d e l  6 2 .  SV. ( c a s i  a 
s a t u r a c i d n )  con e l  f i n  de a l  t e r a r  l o  mTnimo l a s
c a r a c t e r T s t i  ca s  de a c t  i v i 'dad de agua d e l  p r o d u c t o ,  no
i n f l u y e n d o  s o b r e  e s t e  p a r  =Tmetro que can s i  deram os b ^ s i c o  en
1 as c u a l 1dades  c o n s e r v a n t e s  de l a  l e c h e  c o n d e n s a d a .
F r e f e r i m o a  u t i l i z e r  azuTcar corner c i a l  a s a c a r o s a  de g r  ado  
r é a c t i v a  va que c o n s id e r a m o s  que es e l  p r o d u c t o  que u t i l i z a n
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de fo rm a  i n d u s t r i a l .  A1 d i l u i r  l a s  m u e s t r a s  con e s t e  j a r a b e  
m ejoram os l a  d i s p e r s a b i 1 1 dad de l o s  mi c r o o r g a n i  smos, l a  
m a n e j a b i 1 id a d  d e l  p r o d u c t o  p a r a  l a s  to m as d i a r i a s  de m u e s t ra  
p a r a  v e r i f i c a r  l o s  r e c u e n t o s ,  y aun c o n s c i e n t e s  de que  
ac tu a b am o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de a g u a ,  i n t e n t â m e s  que l a s  
v a r i a c i o n e s  de e s t e  p a r a m è t r e  f u e r a n  m fn im a s .
WGODBURN e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  i n d i c a r o n  que e l  a z u c a r  d i s m i n u i a  e l  
pH t r a s  12 y 24 h o r a s , p e r o  que l a  p r o d u c c i  dh de
e n t e r o t o x  i  na s  no v a r i  aba con l a  a d i  c i  dn de a z t^ c a re s .  N u e s t r o s  
r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con l o s  de e s t o s  a u t o r e s  ya que en 
e s t u d i o s  c o m p a r a t i v e s  que se  r e a l i z a r o n  con m u e s t r a s  de l e c h e  
c o n d en s ad a  d i l u i d a s  y no d i l u i d a s ,  se  d e t e c t d  e l  mismo ndmero  
de m u e s t r a s  con p r e s e n c i a  de e n t e r o t o x  i n a s  ( t r è s  de c u a t r o ) , 
aunque l o s  v a l o r e s  de r e c u e n t o  no g u a r d a r o n  una c o r r e l a c i d n  
muy p r o x i  ma e n t r e  s i .  Los a u t o r e s  a n t e r i  o r m e n te  c i  t a d o s
h a b ia n  i n d i c a d o  que se r e g i  s t r a b a  mayor ndmero de c o l o n i e s  en
a q u e l  1 os c a s o s  en 1 os que se h a b i 'a  a d i  c io n a d o  a z u c a r , l o  que
c o i n c i d e  p le n a m e n te  con n u e s t r o s  r e s u l t a d o s .  S i n embargo  
WOODBURN e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  t a m b i^ n  ha cen  menci dn que en 
di s p e r s i  ones  c o l o i d a l  e s ,  o b t e n i d a s  con a lm id d n  de mai z y con 
p a s t a  de a l m id d n ,  en l a s  que p r e s u m ib le m e n t e  l a  a c t i v i d a d  de 
agua  s e r f a  b a s t a n t e  b a j a ,  se  d e t e c t a r o n  meno r  numéro de  
m u e s tra s  en l a s  que se e v i d e n c i a r a  l a  p r e s e n c i a  de 
e n t e r o t o x i n a s  A y C, p e r o  s i  n em bargo f u e r o n  a n t e r i o r e s .
CH0RDA3H y POTTER ( 1 9 8 2 )  e s t i  m aron que no ha y  d i f e r e n c i a s  en 
c u a n t o  a l a  s f n t e s i  s de e n t e r o t o x  i  nas se r e f i e r e  con l a
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a d iw i i în  de  n in g d n  a z d c a r  r e d u c t o r  a n in g u n a  c o n c e n t r a c i  d h , 
pH, t e m p e r a t u r a  o t ie m p o .  D ic h o s  a u t o r e s  e s t u d i  a r o n  l a  
a d i C l d n  de x i 1 o s a , l a c t o s a ,  g l u c o s a ,  m a l t o s a  y f r u c t o s a  a pH 
7 . 4  V 8 . 1 .  I g u a l m e n t e .  i nd i  c a ro n  que con l a  a d i c i  dn de l o s  
c o n s e r v a n t e s  p r o o i o n a t o  s d d ic o  v o e n c o a t o  s d d i c o  no n a b i  a 
d i s m i n u e i u n  de EEA.
E s to s  mismos i nv e s t i  g a d o re s  (CHORDASH y POTTER, 1976)  
s e n a l a r o n  l a  p o s i b i l i d a d  de a d s o r c iû n  f i s i  ca  de l a  t o x i n a  a 
c é l u l a s  b a c t e r 1 a n a s , por  l o  qua l a s  e n t e r o t o x  i  na s  p o d r i a n  
p e rm a n e c e r  en e l  s e d im e n to  con 1 as  c e l u i  a s ,  en vez de en e l  
s o b r e n a o a n t e , an e l  p r o c e s o  de e ; : t r a c c i d n  de 1 as
e n t e r o t o x  i  nas p a r a  su a r i é l i s i s .  Tambidn menci on a ro n  e l  e t e c t o  
de c i e r t o s  m e t a o o l i t e s  en l a  r e a c c i d n  a n t T g e n c - a n t i c u e r p o , 
a d o u i r i e n d o  l o s  a c d c a r e s  una e s p e c i a l  i  m port  anc i a en e s t e  
enm ascar  ami e n t o  de l a s  t o x i n a s .  F o r  l o  t a n t o ,  aun no s ie n o o  
d é t e c t a b l e s  l a s  e n t e r o t o x i n a s  p o r  l o s  m etodos s e r o l d g i c o s  
a c t u a l  m ente  en u s o ,  p o d r i ’an p r o d u c i r  e l  syndrom e de
: n t o x : c a c id n  en s u j e t o s  s e n s i b l e s  po r  h a l l a r s e  p r é s e n t e s  en 
e l  a l i m e n t e .
C . 2 .  EFECTO DE LA TEMPERATURA
Ur.a c a r a c t e r  T s t i c a  i m p o r t a n t e  en l a  t e c n o l  o g i  a de  l a  l e c h e  
co n d e n s a d a  es que se p e r m i t e  e l  a l  mace n a m ie n t o  d e l  p r o d u c t o  
Por e s p a c i o  de v a n  os m eses .  b i e n  en l o c a l e s  o en e l  p r o p i o  
corner Cl o .  E s t e  .al macenam: en co t a n  a l a r g o  p l a c o  a t e m p e r a t u r a
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ambi e n t e  p e r m i t e  que en o c a s io n e s  pueda  a l c a n z a r s e  
t e m p e r a t u r a s  s u p e r i o r e s  a 2C>®C, l o  que o c u r r i r T a  en v e r a n o  en 
n a v e s  a i  s i a d a s , o en i n v i e r n o  en l o s  e s t a b i e c i m i  e n t o s  
co m e rc i  a l e s .
Se d i j o  a n t e r i  o r m ente  que l a  t e m p e r a t u r a  de c r e c i m i e n t o  de  
1 os e s t a f i l o c o c o s  se  e s t im a b a  en e l  r a n g o  de 6 . 7  a 4 5 . 3 *C  
(ANGELOTTI e t  a l . ,  1 9 6 1 ) ,  aunque en o p i  n i  dn de SCHEUSNER e t
a l .  (1 9 7 3 )  l a  s f n t e s i  s de . e n t e r o t o x i n a s  se  p r o d u j e r a  e n t r e  19
y 39  *  C en c o r t o s  e s p a c io s  de t i e m p o ,  y IBRAHIM y BALDOCK 
( 1 9 8 1 )  e s t i m a r a n  que e x i s t e n  muchas d i f e r e n c i a s  en c u a n t o  a 
l a s  d i s t i n t a s  c e p a s .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que en l e c h e  
co n d en s ad a  s d l o  2 de 18 m u e s t ra s  ( l a s  dos in o c u l a d a s  con l a
c e p a  161) i  n c ub adas  a 22 *  C f u e r a n  p o s i t i v a s  a l a  p r e s e n c i  a de
e n t ^ t o x  1 na d e t e c t a d a  po r  e l  método d e l  m i c r o p o r t a .  A 2 8 * C 
f u e r o n  4 de 16 l a s  m u e s t r a s  p o s i t i v a s ,  m i e n t r a s  que a 37 * t^  7 
de 16 .
El mayor nûmero de m u e s t r a s  p o s i t i v a s  l o  r e g i  s t ra m o s  cuando  
l a  t e m p e r a t u r a  de i n c u b a c i  dn f u e  de 4 2 * C .  E s t a  d i  s c r e p a n c i  a 
con l o s  d a t o s  m en c io n ad o s  p u d i e r a  r e s p o n d e r  a que a 
t e m p e r a t u r a s  s u p e r i o r e s  l a  le c h e  co nd ens a  es  mucho m=s 
f l u i d s ,  con l o  que l a  d i  s t r i  b u c i  dn de l o s  m ic r o o r g a n i  smos es  
m«s homogénea, im p id i^ n d o s e  una c o n c e n t r a c i  dn e x c e s i  va en un 
p u n to  en c o n c r e t o .  De i g u a l  f o r m a , y ya  que l a  a c t i v i d a d  Oe 
agua es  f u n c i ô n  de l a  t e m p e r a t u r a ,  a t e m p e r a t u r a s  maS 
e l e v a d a s  e s t e  p a r a m è t r e  s e r f a  s u p e r i o r ,  p o r  l o  que d e j a r i a  de 
s e r  i n h i b i t o r i o  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  e s t a f  i 1ococo s  y l a
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s f n t e s i s  de e n t e r o t o x  i  n a s .
No o b s t a n t e ,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  nos p e r m i t e n  c o n c l u i r  que  
a u n que a 2 2 * C 1 a s  p o s i b i l l d a d e s  de s i n b e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  
s e r f a n  e s c a s a s ,  p o d r f a n  s i n t e t i z a r s e  n i v e l e s  p e l i g r c s o s  de  
e n t e r o t o x i n a s  ( e l  l i m i t e  de d e t e c c i d n  de l a  t d c n i c a  em p le ad a  
po r  n o s o t r o s  es  de 0 . 1  p g / m l ) po r  c e p a s  muy p r o d u c t o r a s .
C . 3 .  EFECTO DEL INOCULD
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con l o s  de FUNG (1 9 7 2 )  qu i en
m enc ion d  que in d e p e n d ie n t e m e n t e  d e l  vo lum en d e l  i n d c u l o  ( 1 0 ^
1 0 ^ )  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a  
es ta - f  i 1 o c d c i  ca  a d q u i r f a  p r o p o r c i  ones s i  mi 1 a r e s .  T r a s  7 b i a s  
de 1 n c u b a c i  dn l a  m edia  d e l  l o g a r i t m o  de UFC/g de p r o d u c to  -fue 
de 5 . 2 4  ( 1 . 8  X 1 0 ^  ) cuando e l  i n d c u l o  -fue de 1 x 1 0 ^  ,
mi e n t r a s  que cuando l a  c o n c e n t r a c i  dn de es ta - f  i 1 ococos de l a
mi sma ce p a  (3 7 9 )  in c o r p o r a d o s  a l a  l e c h e  co nd ens ada  -fue de 5 
1Û ^ e s t e  v a l o r  -fue de 5 . 2 7 .  E s to  pone de m a n i - f ie s t o  l a  
e s c a s a  i n - f l u e n c i a  que e j e r c e  l a  c o n c e n t r  a c i  dn d e l  i n d c u l o  
s o b r e  e l  d é s a r r o i  1o u l t e r i o r  de l o s  m ic r o o r g a n is m o s  en l e c h e  
c o n d e n s a d a ,  y a u n que no hemos r e a l i  z ado e s t u d i o s  a c e r c a  d e l  
ndmero m fn i  mo de in d iv ic T u o s  que p r o l  i-f e r a r f a n  en e s t e  
p r o d u c t o ,  dando lu g e r  a c i f r a s  p e l i g r o s a s  p o r  l a  p o s i b i l i d a d  
de s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s , se ha ce  e v i d e n t e  l a  i m p o r t a n c i a  
que po see  e l  oue e l  p r o d u c t o  ac ab a d o  c a r e z c a  a b s o lu ta m e n te  de 
m ic r o o r g a n is m o s  de e s t e  g é n e r o .
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C . 4 .  EFECTO DE LA MARCA DE LECHE CONDENSADA EMPLEADA
P ese  a l  s u p u e s to  i n i c i a l  de que e l  e s t u d i  o de l a s  d i s t i n t a s  
m arc as  p o n d r f a  de mani-f i e s t o  c i e r t a s  d i  f  e r e n c i  as en l a  
co m p os ic i iJh  c u a n t i  t a t i  va d e l  p r o d u c t o  que p o d rT a  e j e r c e r  
c i e r t a  i n - f l u e n c i a  s o b r e  e l  d é s a r r o i  1 o u l t e r i o r  de l o s  
e s ta - f  i  1 o c o c o s , l o s  d a t o s  i n d i c a n  que e x c e p t o  en l a  c e p a  100  
que in c u b a d a  en l a s  m u e s t r a s  oe l e c h e  co nd ens ada  m arca  B 
t a n t o  a 28  como a 37  *  C po r  e s p a c io  de 7 d f a s  no mostrd"  
c r e c i m i e n t o  a lg u n o ,  mi e n t r a s  que e s t e  s i  que h a b ia  s i d o  
p o s i b l e  en 1 as  o t r a s  t r è s  m arcas  e s t u d i  a d a s , en l a s  dem^s 
c e p a s  no se a p r e c i  a ro n  d i f e r e n c i a s  o e s t a s  f u e r o n  e s c a s a s  
( f i g u r a  R L32 ,  t a b l a s  RL3 y R L 4 ) . Desconocemos c u a l  es  1 a 
r a z d h  de que l a  m enc ion ada  cepa  100 f u e r a  i n h i b i d a  d e  fo rm a  
t a n  d r 4 s t i  ca  en 1 a l e c h e  c o nd ens ada  de m arca B.
CAPITULO V;
C O N C L U S I O N E S  Y R E S U M E N
CONCLUSIONES
PRIMERA
En la elaDoracicîn del queso tipo Manchego concurren 1 os 
factores tecnol6gi ces necesari os para que tenga 1ugar el
désarroi 1o de los estafi1ococos y la sfntesi s oe
enterotox i nas estaf1 1oc5ci cas.
En ccnsecuenc i a y en atenci 6n a los resultados oPtenidos, se 
considéra que el queso tipo Manchego es un excel ente susrrato 
para la f ormaci ifn y sfntesi s de este tipo de toxinas,
con1endo de manifiesto un alto riesgo para el consumidor y el
inter'es sanitario c on si qui ente .
SEGUNDA
-un c u a r i d o  l o s  e s t a f  i 1 o c o c o s  p u d i e r a n  n a b e r  d e c l i n a d o ,  a l  
■ i n a l  ü e l  p é r i o d e  d e  m ao u r  ac  i cfr. a e l  q u e s o ,  l a  c o n c e n t r a c i  6n 
e e r  t  e r  o t  ex i n a s  no s i q u e  n e c e s a r  i  a i n e n t e  u n a  e v o l  uc i  lun 
. a r a l e l a .  P o r  t a n t o ,  en l o s  c a s o s  en qu e  s e  s o s p e c h e  d e  u n a  
nt c : :  1 c û c i  un p o r  en t e r  o t o x  i n a s  e s t a f i l o c u c i c a s  v e h i  c u l  a d a s  
: o r  q u a s o s  t i p o  M a n c h e g o ,  y a f i n  d e  l o g r a r  e l  n,ax i  mo n g o r  
: 1 c-n t  f  f  1 c o , s e  r e c o m i  e n a a  l a  i n v e s t  i  g a c  i uh q u a n t  i t a t  i v a  de  
as p r o p . a s  e n t e r o t o x i n a s  con p r e r e r e n c i a  a l a  d e l  
c r o o r g a n i  smo p r o d u c t o r  , que  o c o r f a  h a l l  a r s e  a u s e n t e .
TERCERA
De l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  se  i  n f  i e r e  
que l a  e n t e r o t o x i n a  t i p o  A es  l a  que se  s i n t e t i z a  con mayor  
f r e c u e n c i a  en e s t a  v a r i e d a d  de q u e s o ,  s e g u i d a  de l a  a e l  t i p o
D. En ninguth c a s o  se ha p o d id o  d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i  a de  
e n t e r o t o x i n a  B , aun con v a l o r e s  de r e c u e n t o  e le v a d o s .
CUARTA
En e l  caso  p a r t i c u l a r  ae  l a  e s t i r p e  5 6 ,  r e c o n o c id a  como 
p r o d u c t o r a  de n i v e l e s  e le v a d o s  de e n t e r o t o x i n a  de t i p o  B y de  
c a n t  1 dades t r a z a  de l a  de t i p o  A, no se d e t e c t s  l a  p r e s e n c i  a 
de l a  p r im e r a  e n t e r o t o x i n a ,  a u n que l a  m enc ion ada  en segundo  
1u g ar  se  e \ i d e n c i a r g en c o n c e n t r a c i o n e s  a p r e c i a b l e s .
QUINTA
La c o n c e n t r a c 1 un po r  gramo de p r o d u c t o  ya maduraoo (227  
ng / l'jÿ' gj se e s t i m a  como %uf i c i  e n t e  p a r a  o r i g i n a r  ca sos  de 
: nto..  i cac 1 tfn human a en i n d i v i d u o s  s u s c e p t i b l e s .
SEXTA
En m ayonesas no i n d u s t r i a l e s  e l  v a l o r  l i m i t a n t e  de pH d e l  
d e s a r o l 1o m ic r o b i a n o  se  ha e s t a b i e c i d o  en 5 . 0 .  En un r a n g o  
i n - f e r i o r ,  s i  b i e n  es  p o s i b l e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a
mul t i  p i  i  c a c i  (5n de e s ta - f  i  1 o c o c o s , p a r e c e  i n v e r o s f m i l  que i s t o s  
a l c a n c e n  c i - f r a s  p e l  i  g r o s a s  o que s i  n t e t i  cen e n t e r o t o x i n a s .  
P o r  e l  c o n t r a r i o ,  a v a l o r e s  s u p e r i o r e s  e s t e  - f a c to r  p i e r d e  su 
c a r  arc t e r  i n h i b i t o r i o ,  s ie n d o  p o s i b l e  l a  p r o d u c c id h  de t o x i n a s  
en n i v e l e s  d é t e c t a b l e s .
S E P T IMA
A l a  v i s t a  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  en e l  e s t u d i o  de l a s  
m u e s t r a s  de m a yo n es a , l a  te m p er  a t u r  a de 22  ®C se m a n i - fe s td  
como a q u é l l a  que p e r m i t e  e l  d e s a r r o l l o  dp 1 1mo a e  l o s
e s ta - f  1 1 o c o c o s . S in  e m b a rg o ,  l a  s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  
p a r e c e  t e n e r  1 u g a r  de -forma mas n o t o r i a  a 2S®C, no i  n f  1 uyenao  
e l  o r  i gen d e l  a c e i t e  ( g i r a s o l  u o l i v a )  en 1 os r e s u l t a a o s .
ocTAVA
Aun no h a b i  ^ndose  d e t e r m i  nado e l  p e n  odo de t ie m p o  mi'nimo 
n e c e s a r  i o pé.ra que l a  s f n t e s i  s .  de e n t e r o t o x  i nas a l c a n c e  
n i v e l e s  m e n s u r a b le s ,  se  d e s p r e n d e  que v e i n t  i c u a t r o  h o ra s  
r e s u l  t a n  i  n s u f  i c i  e n t e s ,  mi e n t r a s  que despud's de  c u a t r o  d i  as  
de i n c u b a c i  dn l a  c o n c e n t r a c i  dn r e g i s t r a d a  a l c a n z a  v a l o r e s  
e le v a d o s .
NOVENA
I n d e p e n d ie n te m e n t e  de l a  m arca c o m e r c i a l ,  l a  l e c h e  c o nd ens ada  
p a r e c e  s e r  un s u b s t r a t o  a d e c u a d o ,  aundue no d p t im o ,  p a r a  l a  
s i n t e s i s  de e n t e r o t o x  i nas e s ta - f  i 1 o c u c i  c a s .
DECIMA
La c o n c e n t r a c i  dn b a j a  d e l  i n d c u l o  de e s ta - f  1 1 ococos (1 0 0 0  
U F C /g ) en l e c h e  co nd ens ada  no im p id e  que t r a n s c u r r i d o s  t r è s  
d f  as l a  c i - f r a  de r e c u e n t o  ha y a  a lc a n z a d o  n i v e l e s  p e l  i  g r o s o s  
por l a  p o t e n c 1 a l i d a d  de s i n t e t i z a r  e n t e r o t o x i n a s .  Dado que 
e s t e  d e r i v a d o  1 gtct eo se  a l  ma cen a a te m p er  a t u r  a ambi e n t e  p o r  
l a r g o s  p é r i o d e s  de t i e m p o ,  es  i m p o r t a n t e  l a  a u s e n c ia  a b s o l u t a  
de S .a u r e u s  en e l  p r o d u c t o  t e r m i n a d o .
DECIMOPRIMERA
La t e m p e r a t u r a  m in im a de i n c u b a c id n  a l a  que se d e t e c t d  
e n t e r o t o x  i  na en l e c h e  co n d e n s a d a  f u e  de 2 8 * C .  P ese a que a 22*  
C se o b s e r v d  un c r e c i m i e n t o  a b u n d a n te  en l a  m a y o r fa  de 1 as  
m u e s t r a s  s C lo  se  pudo e v i d e n c i a r  l a  p r e s e n c i a  de
e n t e r o t o x i n a s  en 12.5*/'. de  l a s  mismas en un p e r i  odo de 7 d f  a s .
DECIMOSEGUNDA
a ) La a c t i v i d a d  DNAsa t e r m o e s t a C l e  se  c o r r e l a c i o n û  
s a t i  s f a c t o r i  am en te  con e l  c r e c i m i e n t o  m ic r o b i a n o  en l a s  
m u e s t r a s  oe l e c h e  c o n d e n s a d a .  En d i c h a s  m u e s t ra s  no se  
ob serv 'd ,  s i n  e m b a rg o , c o r r e l a c i d n  e n t r e  d i c n a  a c t i v i d a d  y l a  
f o r m a c 1dn oe e n t e r o t o x i n a s  de o r i g e n  e s t a f  i 1 d c i c o .
b) En l a s  m u e s t r a s  de mayonesa o en l o s  quesos de t i p o  
Manchego no pudo a p r e c i a r s e ,  en c a m b io ,  r e l a c i d n  a lg u n a  e n t r e  
l a  a c t i v i d a d  DNAsa y c u a l qu i e r  o t r a  de o r i g e n  c e l u l a r .
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RES un EN
En e l  p r é s e n t e  e s t u d i o  se  han e l e g i d o  t r è s  p r o d u c t o s  como 
p a r a d i  gma de a l i m e n t e s  c o n s e r v a b l e s  g r a c i a s  a i mposi c i  on es  
t e c n o l  d g ic a s  de t r è s  t i p o s ,  con e l  f i n  de a n a l i  z a r  b a j o  que  
condi C l  ones se p r o d u c e  l a  mul t i  p l  i  c a c i  dn de 1 os es ta - f  1 1 o coco s  
y l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  ( d e t e c t a d a s  p o r  l a s  t ë c n i c a s  
d e l  " m i c r o p o r t a "  y de E L I  SA) oo r  l a s  m ism as. E s to s  a l i m e n t e s  
ban s id o :  1) Queso t i p o  m anchego, m o d e lo de a l i m e n t o  en e l
que l a  - f lo r a  mi c r  ob i ana p a td g e n a  se i n h i b e  p o r  l a  a d i  c i  dn oe  
un c u l t i ' v o  I d c t i c o  ad ecu ad o ;  2) M ayon esa ,  en l a  que e l
c o n t r o l  m ic r o b i a n o  se e j e r c e  po r  e l  a j u s t e  de pH a v a l o r e s
b a jo s ;  3) l e c h e  c o n d e n s a d a ,  p r o t o t i p o  de p r o d u c t o  en e l  que  
l a  i n h i b i c i d n  d é r i v a  de una b a j a  a c t i v i d a d  de ag u a .  P a r a  
d ic h a  e l e c c i i f ’n se na v a l  or  ado ta m b i^ n  l a  - f r e c u e n t e
1 ncr  1 iTii nac 1 dn de e s t o s  p r o d u c t o s  como c a u sa  de i n t o x i c a c i o n  
a i l  ment a r i a  en n u e s t r o  p a i s .
Los quesos de t i p o  manchego f u e r o n  e l a b o r a d o s  en e l  
D e p a r t  a m e n to , s ig -u ie n d o  l a  t e c n o l  og f a  c 1 4 s i  ca  , a p a r t i r  de  
l e c h e  co n ta m i  nada con l a s  s i  q u i  e n t e s  ceo a s de e s ta - f  i 1 oc o co s :  
rX> (E E A ) ,  S6 (EEB y E E A ) ,  137 (E E C l ) ,  361 (EEC2) y 47 2
(EED) . En c t r o  l o t e  se i n c o r p o r d  e n t e r o t o x i n a  ( 1 . 7  m g /20  L de 
l e c h e )  en vez de e s t a f i 1 o c o c o s .  Se i n e 1u y e r o n  dos v a r i a n t e s  
en l a  c o n c e n t r a c i  dn de l  c u l  t i  vo I d c t i c o ;  0 . 1  y 17..
- 4 4 7 -
Las m u e s t ra s  de mayonesa se  e l a b o r a r o n  i g u a lm e n t e  en e l  
p r o p i o  D e p a r ta m e n to  segun l a  r e c e t a  c a s e r a ,  p r e p a r a n d o  un 
l o t e  con a c e i t e  de o l i v a  y o t r o  con a c e i t e  de g i r a s o l .  Se 
1 n o c u la r o n  con l a s  c e p a s  56  (EEB y E E A ) ,  100 (E E A ) ,  137  
( E E C l ) ,  3 2 6  ( E E E ) , 35 0  ( E E B ) , 3 7 9  (E E B ) ,  47 2  (E E D ) ,  9 1 3  (EEA 
y E E C 3 ) , 1143 ( E E C l ) , 1173 (EEB) y 1183 ( E E C 3 ) . Las m u e s t r a s
de l e c n e  co nd ens ada  s ie m p r e  t u v i e r o n  una p r o c e d e n c i a  
i n d u s t r i a l  y , d i  s t r i  b u i  das en a l f c u o t a s  a d e c u a d a s , f u e r o n  
c o n ta m in a d a s  con l a s  e s t i r p e s  S6 (EEB y E E A ) ,  100 (E E A ) ,  137  
( E E C l ) ,  161 ( E E A ) , 196E (E E A ) ,  32 6  (E E E ) ,  37 9  (EEB) y 47 2  
( E E D ) . En e s t o s  dos u l t i  mos a l i m e n t e s  se  e s t u d i  a ro n  l e s  
51 g u i  e n t e s  pa r  â m e tr o s :  te m p e r  a t u r a  ( 2 2 ,  2 8 ,  37  y 42  o 4 4 ^ )  y 
t ie m p o  ( 4 ,  7 ,  11 y 14 d f a s )  de i n c u b a c i  6n y c o n c e n t r a c i  dn d e l
i n d c u l o  ( 1 0 ^ ,  5 X 1 0^ ,  10 ^ ,  5 x 10 ^ ,  10^ y 5 x 10^ U F C /g ) .  En
l a  le c h e  co nd ens ada  se r e a l i z a r o n  ademâs e s t u d i o s  
c o m p a r a t i  ve s  con c u a t r o  m arcas  d i  f e r e n t e s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n d i c a n  que l o s  t r è s  t i p o s  de  
a l i m e n t e s  son s u s c e p t i b l e s  de co n ta m i  n a c i  dn m as iv a  por  
e s t a f i 1o c o c o s , p u d ie n d o  a lc a n z  a r  d i c h o s  m ic r o o r g a n is m o s  
c o n c e n t r a c i ones t a l e s  en l a s  que l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  
e s t a f  i l  oc idc i c a s  s e r f a  d e t e c t a b l e  y p o d r f a  p r o v o c a r  
1n t o x 1c a c id n  en i n d i v i d u o s  s u s c e p t i b l e s .
La c i n d t i c a  de l a s  c d l u l a s  e s t a f  i 1 o c d e i c a s  d u r a n t e  e l  p e r io d o  
de a f 1nado en l o s  quesos de t i p o  manchego i n c l u y e  l a  f a s e  
l o g a r f t m i c a ,  l a  e s t a c i  o n a n  a y l a  de d e c l i n a c i d h .  Por  e s t e
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m o t iv o ,  no es in - f r e c u e n t e  que t r a s  l o s  oos meses de  
m a d u ra c id n  no se r e g i s t r e n  e s t a f i 1o c o c o s , a u n que p u d ie r a n  
h a b e r  e s t a d o  p r é s e n t e s ,  y perm anezcan l a s  e n t e r o t o x i n a s .  De 
é s t a s ,  1 as que hemos o b s e r v a d o  en mayor c o n c e n t r a c i d n  ha s i o o  
l a  de t i p o  A, s e g u id a  de l a  de t i p o  D , no h a b i  endo d e t e c t a d o  
l a s  de t i p o  B n i  C en n in g u n  momento. Aunque l a  c o n c e n t r a c i d h  
de EEA ha s id o  e l e v a d a ,  no se ha p o d id o  d e t e c t a r  e n t e r o t o x i n a  
B s i n t e t i r a d a  po r  l a  e s t i r p e  S 6 ,  c o n s i  d e r a d a  como
P i p r o d u c t o r a  a u n que g e n e r a l mente, s i n t e t i ce  c a n t i  dades  muy 
s u p e r i  o r e s  de EEB que de EEA.
En m ayonesas se ha e v i d e n c i a d o  una d i f e r e n c i a  muy 
s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  a q u e l 1 as p r e p a r a d a s  con un pH i n f e r i o r  a 
5 . 0  y a qu e l  1 as cuyo pH se a j u s t d  s o b r e  e s t e  v a l o r .  En e l  
p r im e r  g r u p o ,  l a s  c i f r a s  de r e c u e n t o  f u e r o n  s ie m p re
1 n f  e r  i o r e s  a 10 UFC/g  en l a s  p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de o l i v a  y 
a 2 5 . 0 0 0  UFC/g  en l a s  p r e p a r a d a s  con a c e i t e  de g i r a s o l .
E x c e p to  en e s t e  c a s o ,  se ha c o n s i d e r a d o  que l a  d i  f e r e n c i a  
e n t r e  l a s  p r e p a r a d a s  con uno y o t r o  t i p o  de a c e i t e  no es  
s i g n i f i c a t i v e .  En e l  segundo g rup o  se a l c a n z a r o n  v a l o r e s  
e le v a d o s  de r e c u e n t o ,  que j u s t i  f i c a n  l a  p r e s e n c i  a de  
e n t e r o t o x i n a s  en l o s  n i v e l e s  o D s e rv a d o s .
De 1 as c u a t r o  t e m p e r a t u r a s  e s t u d i  adas 2 2 " C se ha e r i g i d o  como 
d p t 1 ma p a r a  e l  c rec im u e n t o  en l a s  m u e s t r a s  de m ayo nesa;
p a r e c e  s e r  que l a  m u l t i p 1 i c a c i d n  es menas n o t a b l e  a m edida
que se i n c re m e n ta  l a  t e m p e r a t u r a  de i n c u b a c i d n ,  y aunque  
s ie m p re  se o b t u v i e r o n  v a l o r e s  s u p e r i o r e s  en 1 as  mayonesas
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p r e p a r a d a s  con e l  a c e i t e  de o l i v a  p a r a  c a d a  t e m p e r a t u r a ,  l a  
d i f e r e n c i  a no f u e  s i g n i f i c a t i v a . La s i n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  
se  p r o d u c e ,  po r  e l  c o n t r a r i o ,  de fo rm a  d p t im a  a 2B*C. A 
c u a l qui e r  t e m p e r a t u r a ,  no se d e t e c t a r o n  e n t e r o t o x i n a s  
p r é s e n t e s  en n in g u n a  m u e s t ra  in c u b a d a  po r  e s p a c i o  de un d i a ,  
p e r o  s f  a s i  desputfs de 4 d f a s , s i e n d o  l a s  c a n t i d a d e s  
o b s e r v a d a s  muy e le v a d a s  en muchos c a s o s .
En l e c h e  co n d en s ad a  in c u b a d a  a 22®C se d e m o s tr d  l a  p r e s e n c i  a 
de e n t e r o t o x i n a  en s 6 l o  1 as dos m u e s t r a s  i n o c u l a d a s  con l a  
c e p a  1 6 1 ,  l a  t e m p e r a t u r a  d p t im a  de p r o d u c c i d h ,  con e l  mayor  
OLÎmero de m u e s t r a s  p o s i t i v a s ,  se  e s t a b i  e c i  d en 4 2 * C .  En l a s  
te m p e r  a t  Liras i n t e r m e d i a s  e s t u d i  a d a s  (2 3  y 3 7 * ^ )  se o b s e r v a r  on 
un ndmero c r e c i  e n t e  de m u e s t r a s  p o s i t i v a s  a m edida que 
1 n c re m e n ta  l a  t e m p e r a t u r a .  Al i g u a l  que en 1 a m ayo n es a , no 
p a r e c e  p r o b a b l e  l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s  en p e r io d o s  
b r e v e s  oe t i e m p o ,  p e r o  dada  1 as p o s i  b i 1 i da des  de 
s u p e r V I v e n c i  a y m u l t i p i i c a c i d n  de i n d c u l o s  p o b r e s  (1000  
U F C /g ) p u d ie n a o  d é s a r r o i  1 a r s e  7 u 8 g e n e r a c i  ones en t r è s  
d f a s ,  y l a  c a r a c t e r f s t i c a  de c o n s e r v â t i 1 id a d  a l a r g o  p l a z o  de 
e s t e  p r o d u c t o ,  ha c e  de l a  l e c h e  co n d e n s a d a  un p r o d u c to  de 
r i  e s go .
La a c t i v i d a d  DNAsa t e r m o e s t a b l e  no se  c o r r e l a c i o n d  con e l  
c r e c i m i e n t o  e s t a f  i 1 ocdc i co en l o s  quesos de t i p o  manchego o 
en l a s  m u e s t ra s  de m ayonesa. En 1 as m u e s t ra s  de le c h e  
co nd en s ad a  g u a r d d  c i e r t a  r e l  a c i  d"n con e l  c r e c i m i e n t o ,  aunque  
no a s i  con l a  s f n t e s i s  de e n t e r o t o x i n a s .
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SUMMARY
We ha v e  chosen t h r e e  p r o d u c t s  as  model o f  p r e s e r v a b l e  f o o d s  
by t h r e e  c o r r e s p o n d in g  t e c h n o l o g i c a l  i m p o s i t i o n s ,  i n  o r d e r  t o  
a n a l y z e  s t a p h y l o c o c c a l  m u l t i p l i c a t i o n  and e n t e r o t o x i n  
s y n t h e s i s  c o n d i t i o n s .  T h e s e  fo o d s  h a v e  been 1) Manchego t y p e  
c h e e s e , e x am p le  o f  fo o d  w h ere  p a t h o g e n i c  m i c r o f 1 o r a  i s  
i n h i b i t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  an a d e q u a t e  l a c t i c  c u l t u r e ;  2)  
m a y o n n a is e ,  i n  w h ich  m i c r o b i o l o g i c a l  c o n t r o l  i s  e x e r t e d  by  
lo w  pH; 3) s w e e te n ed  co nd ensed  m i l k ,  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a 
p r o d u c t  w h ere  i n h i b i t i o n  i s  a c c o m p l is h e d  by low  w a t e r  
a c t i v i t y .  The f r e q u e n t  i n c r i m m i n a t i o n  o f  t h e s e  p r o d u c t s  i n  
f o o d - b o r n e  d i s e a s e s  i n  S p a in  has a l s o  been c o n s i d e r e d  f o r  t h e  
e l e c t i o n  o f  t h e s e  p r o d u c t s .
Manchego t y p e  c h e e s e s  w e re  e l a b o r a t e d  i n  t h e  L a b o r a t o r y ,  
f e l l o w i  ng t h e  c l a s s i c a l  t e c h n o l o g y ,  w i t h  m i l k  c o n t a m in a t e d  
w i t h  t h e  f o l l o w i n g  s t a p h y l o c o c c a l  s t r a i n s :  100 (S E A ) ,  S6 (5EB
and S E A ) ,  137 ( S E C l ) ,  361 (SEC2) and 4 7 2  (S E D ) .  In  o t h e r  l o t , 
c r u d e  e n t e r o t o x i n  was added ( 1 . 7  mg SEA and S E B /2 0  L) i n s t e a d  
o f  s t a p h y l o c o c c i . Both 0 . 1  and 1% l a c t i c  s t a r t e r  c u l t u r e  w e re  
t e s t e d .
M a y o n n a is e  sa m p les  w ere  e q u a l l y  e l a b o r a t e d  i n  t h i s  L a b o r a t o r y  
f o l l o w i n g  a home r e c i p e ,  p r e p a r i n g  l o t s  w i t h  b o th  o l i v e  and  
s u n f l o w e r  seed o i l s .  S t r a i n s  So, 1 Ok', 1 3 7 ,  32 6  (SEE) , 35 0
(S E E ) ,  379  ( S E 5 ) , 4 7 2 ,  9 1 3  (SEA and S E C 3 ) ,  11 4 3  ( S E C l ) ,  1173
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(SEB) and 1183 (SEC3) w e r e  i n o c u l a t e d .  S w eeten e d  condensed  
m i l k  sa m p les  had a lw a y s  a c o m m e r c ia l  o r i g i n ,  a n d ,  a l l o t e d  
c o n v e n i e n t l y ,  w e r e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  s t r a i n s  8 6 ,  1 0 0 ,  13 7 ,  
161 ( S E A ) , 196E (S E A ) ,  3 2 6 ,  37 9  and 4 7 2 .  In  t h e  tw o l a s t
■foods t h e  - f o l l o w i n g  p a r a m e t e r s  w e r e  s t u d i e d ;  i n c u b a t i o n  
t e m p e r a t u r e  ( 2 2 ,  2 8 ,  37  and 4 2  o r  44  C) and t i m e  (4 ,  7 ,  .1  
and 14 d a y s )  and in o c u lu m  ( 1 0 ^ ,  5 x 10**, 10*", 5  x 10*”, 10 ^ ,  5 
l O ^ C F U / g ) .  L a s t l y ,  f o u r  d i f f e r e n t  b r a n d s  o f  sw e e te ned  
conoensed m i lk  w e re  c o m p a r e d .
The r e s u l t s  show t h a t  s t a p h y l o c o c c i  may m a s i v e l y  c o n t a m in a t e  
a l l  t h r e e  ty p e s  o f  f o o d ,  r e a c h i n g  l e v e l s  i n  w h ic h  e n t e r o t o x i n  
s y n t h e s i s  would be d e t e c t a b l e  and c o u ld  c a u s e  s t a p h y l o c o c c a l  
fo o d  p o is o n in g  i n  s u s c e p t i b l e  i n d i v i d u a l s .
S t a p h y l o c o c c a l  k i n e t i c s  d u r i n g  Manchego t y p e  ch e e s e  r i p e n i n g  
i n c l u d e s  t h e  l o g a r i t h m i c ,  s t a t i o n a r y  and d e c l i n a t i o n  s t a g e s .  
T h u s ,  I t  IS  p o s s i b l e  n o t  t o  d e t e c t  s t a p h y l o c o c c i  a f t e r  two  
months r i p e n i n g ,  th o u g h  t h e y  may ha v e  b e e n  p r e s e n t  and a b l e
t o  s y n t h e s i z e  e n t e r o t o x i n s  w h ich  r e m a i n .  Of t h e s e ,  t h e  most
f r e q u e n t l y  d e t e c t e d  and a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i  on has been  
e n t e r o t o x  i n A, f o l l o w e d  by SED, n o t  d e t e c t i n g  SEB o r  SEC 
e v e r . Though SEA c o n c e n t r a t i o n  p ro d u c e d  by s t r a i n  S6 has been
r u g h ,  SEB was n o t  d e t e c t e d ;  ' t h i s  s t r a i n  i s  c o n s i d e r e d  as h ig h
SEB p r o d u c e r ,  b u t  p o o r  SEA p r o d u c e r .
In  m a y o n n a is e ,  a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e tw ee n  t h o s e  
p r e p a r e d  w i t h  pH u n d e r  and a b o ve  5 . 0  ha s  been o b s e r v e d .  In
- 4 5 2 -
t h e  - f i r s t  g r o u p ,  CFU/g w ere  a lw a y s  v e r y  lo w ,  s p e c i a l l y  t h e  
sa m p les  p r e p a r e d  w i t h  o l i v e  o i l  (1 0  C FU /g ) P u t  a l s o  w i t h  
s u n f l o w e r  seed o i l  ( 2 5 . 0 0 0  C F U /g ) .  T h i s  has been t h e  o n l y  
c a s e  i n  w h ich  t h e  d i f f e r e n c e  be tw ee n  m ayo n n a is e s  p r e p a r e d  
w i t h  t h e  tw o  t y p e s  o f  o i l  has been s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  
C ou nts  were  h ig h  in  t h e  sa m p les  w i t h  pH o v e r  5 . 0 ,  j u s t i f y i n g  
t h e  p r e s e n c e  o f  e n t e r o t o x  i n i n  t h e  d e t e c t e d  l e v e l s .
Growth has been optimum a t  22  C i n  m ayo n n a is e :  i t  seems t h a t
m u l t i p l i c a t i o n  i s  l e s s  marked as  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e
r i s e s ,  and a l t h o u g h  a v e r a g e  v a l u e s  w ere  a lw a y s  h i g h e r  i n  
sa m p le s  p r e p a r e d  w i t h  o l i v e  o i l  a t  ea ch  t e m p e r a t u r e ,
d i f f e r e n c e s  w e re  n o t  s i g n i f i c a t i v e .  E n t e r o t o x  i n s y n t h e s i s  
t a k e s  p l a c e  o p t i m a l l y  a t  28  C. No e n t e r o t o x i n  was d e t e c t e d  i n  
sa m p les  in c u b a t e d  f o r  one d a y , b u t  i t  was a f t e r  4 d a y s , t h e  
c o n c e n t r a t i o n  b e in g  v e r y  h ig h  in  some c a s e s .
In  s w e e te n ed  condensed m i l k  in c u b a t e d  a t  22 C e n t e r o t o x i n  was 
d e t e c t e d  i n  o n l y  two sa m p les  i n o c u l a t e d  w i t h  s t r a i n  I f a l ;  
o p t im a l  e n t e r o t o x i n  p r o d u c t i o n  was shown t o  t a k e  p l a c e
o p t i m a l l y  a t  42  C. In  t h e  i n t e r m e d i a t e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  
s t u d i e d  (2 3  and 37 C) an i n c r e a s i n g  number o f  p o s i t i v e
sa m p le s  as t e m p e r a t u r e  r i s e d  was o b s e r v e d .  As i n  m a y o n n a is e ,  
e n t e r o t o x i n  s y n t h e s i s  does n o t  seem f e a s a b l e  i n  s h o r t  t i m e ,  
b u t  due t o  t h e  s u r v i v a l  and m u l t i p l i c a t i o n  p o s s i b i l i t i e s  o f  
poor  i n o c u l a  (1 0 0 0  CFU /g ) and t h e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  lo n g  te r m  
p r e s e r v a t i o n  o f  sw e e te n e d  condensed m i l k ,  even poor i n o c u l a  
(1 0 0 0  CFU /d ) s h o u ld  oe c o n s i d e r e d  r i s k v .
—453—
DNAse a c t i v i t y  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  s t a p h y l o c o c c a l  g r o w th  
i n  Manchego t y p e  c h e e s e s  o r  i n  m a y o n n a is e  s a m p le s .  In  
s w e e te n e d  co n d en s ed  m i l k  s a m p le s  c e r t a i n  r e l a t i o n s h i p  w i t h  
g r o w t h - P u t  n o t  w i t h  e n t e r o t o x  i  n ■ form ation was s e e n .
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RESUME
Dans l e  p r é s e n t  t r a v a i l ,  t r o i s  p r o d u i t s  o n t  é t é  é t u d i é s  comme 
ex e m p le  d ' a l i m e n t s  c o n s e r v a b l e s  g r â c e  a t r o i s  m éth odes  
d i f f é r e n t e &  a f i n  d ' a n a l y s e r  l e s  c o n d i t i o n s  a u q u e l  1 es l e s  
s t a p h y lQ c o q u e s  se  m u l t i p l i e n t  e t  p r o d u i s e n t  des e n t é r o t o x  i nés  
( d é t e c t é e s  au moyen des t e c h n i q u e s  de " m i c r o p o r t e - o b j e t s "  e t  
de E L IS A ) .  Les a l i m e n t s  s o n t  l e s  s u i v a n t s ;  1) From age t y p e  
" m a n c h e g o " , m odè le  d a l i m e n t  dans l e q u e l  l a  f l o r e  m ic r o b i e n n e  
p a th o g è n e  e j , t  i n h i b é e  p a r  une c u l t u r e  l a c t i q u e ;  2 )  M a y o n n a is e ,  
cUms l a q u e l l e  l e  c o n t r ô l e  m ic r o b i e n  e s t  e x e r c é  p a r  l e s  
c o n d i t i o n s  de pH a c i d e ;  3)  l a i t  c o n d e n s é ,  p r o t o t y p e  de 
p r o d u i t  c o n s e r v é  g r a c e  à une f a i b l e  a c t i  v i  t é - e a u . t i ' a u t r e  
p a r t ,  c e s  p r o d u i t s  o n t  é t é  s o u v e n t  i n c r i m i n é s  comme 1 ' o r i g i n e  
G ' i n t o x  1 c a t i o n s  a l i m e n t a i r e s ,  r a i s o n  qui a  c o n d i t i o n n é  l e  
c h o ix  de ce s  p r o d u i t s .
Les from,ages t y p e  "manchego" f u r e n t  f a b r i q u é s  dans l e  
D é p a r t e m e n t ,  s u i v a n t  l a  t e c h n o l o g i e  c l a s s i q u e ,  à p a r t i r  oe 
l a i t  c o n ta m in é  avec  l e s  s u i v a n t e s  so u ch es  de S t a p h i 1o c oq ues :  
100 (S E A ),  Sû (SEB e t  BEA). 137 ( S E C l ) ,  361 (3EC2) e t  472
(S E D ).  Dans un a u t r e  l o t  on i n c o r p o r a  e n t é r o t o x i n e  ( 1 . 7  
m g r /2 0  l i t r e s  de l a i t )  au l i e u  de s t a p h i 1o c o  ques .  Les  
c u l t u r e s  l a c t i q u e s  f u r e n t  u t i l i s é e s  a 2 c o n c e n t r a t i o n s : 0 . 1
e t  IV.. Les é c h a n t i l l o n s  de ir,ayonnai se f u r e n t  é l a b o r é s  a u s s i  
dans l e  D é p a r t e m e n t  s e lo n  l a  r e c e t t e  u t i l i s é e  h a b i t u e l l e m e n t ,  
en p r é p a r a n t  un l o t  avec de 1 h u i l e  d ' o l i v e  e t  un a u t r e  avec
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de 1 ' h u i l e  de t o u r n e s o l .  I l  f u r e n t  i n o c u l é s  av e c  l e s  so uch es  
5 6 ,  1 0 0 ,  1 3 7 ,  3 2 6  (S E E ) ,  3 5 0  (S E B ) ,  37 9  (S E B ) ,  4 7 2 ,  91 4  (SEA
e t  S E C 3 ) , 1143 ( S E C l ) ,  1173 (SEB) e t  1183 (S E C 3 ) . Les
é c h a n t i l l o n s  de l a i t  c o n d e n s é ,  p a r  c o n t r e ,  a v a i e n t  une  
o r i g i n e  i n d u s t r i e l l e ,  e t ,  une f o i s  d i s t r i b u  e s  en q u a n t i t é s  
a d é q u a t e s , i l s  f u r e n t  c o n ta m in é s  avec  l e s  so uch es  S 6 ,  1 0 0 ,
13 7 ,  161 (S E A ) ,  196E (S E A ) ,  3 2 6 ,  3 7 9  e t  4 7 2 .
Dans ce s  deux d e r n i e r s  a l i m e n t s ,  on é t u d i e  l e s  s u i v a n t s
p a r a m è t r e s :  t e m p é r a t u r e  ( 2 2 ,  2 8 ,  3 7 ,  42  ou 44*C),  p é r i o d e
d ' i n c u b a t i o n  ( 4 ,  7 ,  1 1 ,  14 j o u r s ) ,  e t  c o n c e n t r a t i o n  de
1 ' in o c u lu m  ( 1 0 *  , 5 x 1 0 ^ ,  10*", 5  x i c f , 1 0 ^ ,  5 x l ù & ) .  Dans
l e  l a i t  co nd ensé  des é t u d e s  c o m p a r a t i v e s  s u r  t r o i s  m arques  
c o m m e r c ia le s  d i f f é r e n t e s  f u r e n t  r é a l i s é e s  en p l u s .
Les r é s u l t a t s  o b te n u s  i n d i q u e n t  que l e s  t r o i s  t y p e s
d ' a l i m e n t s  s o n t  s u s c e p t i b l e s  d 'u n e  c o n t a m i n a t i o n  m a s s iv e  p a r  
s t a p h y lo c o q u e s ,  p o u v a n t  ce s  mi c r o o r g a n is m e s  a t t e i n d r e  de
t e l l e s  c o n c e n t r a t 1ons que l a  s y n th è s e  d ' e n t é r o t o x  i nés à 
s t a p h y lo c o q u e s  p o u r r a i t  ê t r e  d é t e c t e ' e , e t  p o u r r a i t  p ro v o q u e r  
une i n t o x i c a t i o n  chez l e s  i n d i v i d u s  s e n s i b l e s .
La p r o g r e s s i o n  du d é v e lo p p e m e n t  des s t a p h y lo c o q u e s  p e n d a n t  l a  
m a t u r a t i o n  des f ro m a g e s  t y p e  "manchego" comprend une ph ase  
1 o ç a r i t m i q u e , une p h ase  s t a t i o n n a i r e  e t  une p h ase  de d é c l i n .  
Pour c e t t e  r a i s o n ,  a p r è s  l e s  deux m ois  de m a t u r a t i o n  l e s  
s t a p h y lo c o q u e s  p e u v e n t  ne pas ê t r e  d é t e c t é s ,  a i e n t  é t é  
p r é s e n t s  e t  a i e n t  p r o d u i t  des e n t é r o t o x i n é s . L e n t é r o t o x i n e
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t y p e  A, s u i v  e du t y p e  D, o n t  a t t e i n t  l e s  p l u s  h a u te s
c o n c e n t r â t ! o n s ,  t a n d i s  que n i  l e  t y p e  B n i  l e  t y p e  C o n t  pu 
ê t r e  d é t e c t é e s .  B ie n  que l a  c o n c e n t r a t i o n  de SEA a i e  é t é  
é l e v é e ,  1 ' e n t é r o t o x i n e  s y n th é ô s é e  p a r  l a  souche S 6 ,
c o n s i d é r é e  comme b i  p r o d u c t r  i  c e , e l l e  p r o d u i s e
g é n é r a le m e n t  des q u a n t i t é s  p l u s  é l e v é e s  de SEB que de SEA, 
n ' a  pas pu ê t r e  m ise  en é v i d e n c e .
Dans l e s  m a y o n n a is e s ,  on a m is  en e v id e n c e  une d i f f é r e n c e  
t r è s  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  c e l l e s  p r é p a r é e s  avec  un pH
i n f é r i e u r  à 5 . 0  e t  c e l l e s  d o n t  l e  pH f u t  a j u s t é  à une v a l e u r
s u p é r i e u r e .  Dans l e  p r e m ie r  g r o u p e ,  l e s  dénom brem ents  f u r e n t  
t o u j o u r s  i n f é r i e u r s  à 10 u . f . c . / g r  dans l e s  m ay o n n a is e s
p r é p a r é e s  av ec  de 1 h u i l e  d ' o l i v e  e t  a 2 5 . 0 0 0  u . f . c . / g r  dans  
c e l l e s  p r é p a r é e s  avec  de l ' h u i l e  de t o u r n e s o l .  S au f  d a n s ,  ce  
d e r n i e r  ca s  l a .  d i f f é r e n c e  b a s é e  s u r  l ' e m p l o i  d 'u n  g e n r e  
d h u i l e  Ou. d 'u n  a u t r e  n ' a  pa s  é t é  c o n s i d é r é e  s i g n i f i c a t i v e .  
Dans l e  second g r o u p e ,  on o b t i n t  des dé nom brem ents  é l e v e s  que  
j u s t i f i e n t  l a  p r é s e n c e  d ' e n t e r o t o x i n e  aux n i v e a u x  o b s e r v é s .
Des 4 t e m p é r a t u r e s  é t u d i é e s ,  2 2 ® C à é t é  c h o i s i e  comme
t e m p é r a t u r e  o p t i m a l e  p o ur  l e  d é v e lo p p e m e n t  des
mi c r o o r g a n is m e s  dans  l e s  é c h a n t i l l o n s  de m a y o n n a is e ;  i l  
sem b le  que è m esure  que l a  f e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  a u g m e n te , 
l a  m u l t 1p l i a t io n  d e v i e n t  m oins  é v i d e n t e ,  e t  b i e n  que l e s  
v a l e u r s  o b te n u e s  f u r e n t  t o u j o u r s  s u p é r i e u r e s  dans l e s
m ayo nna ises  p r é p a r é e s  av ec  d ' h u i l e  d ' o l i v e  pour  chaque  
t e m p é r a t u r e ,  ces d i f f é r e n c e s  ne f u r e n t  pas s i g n i f i c a t i v e s .
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P ar  c o n t r e ,  l a  s y n th è s e  d ' e n t é r o t o x  i ne se  r é a l i s e  de fa ^ o n  
o p t i m a l e  a 28 * C. Les e n t é r o t o x i n é s  ne f u r e n t  d é t e c t é e s  dans  
aucun é c h a n t i l l o n  in c u b e  p e n d a n t  un j o u r ,  m a is  o u i  au b o u t  de 
4 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n ,  e t  l e s  q u a n t i t é s  o b s e r v é e s  f u r e n t  dans  
c e r t a i n s  ca s  t r è s  é l e v é e s .
La p r e s e n c e  d ' e n t é r o t o x  i ne  n ' a  p u  ê t r e  d é m o n tr é e  que dans  
deux é c h a n t i l l o n s  de l a i t  co n d e n s é  c o n ta m in é s  in c u b é s  â 2 2 “C 
( i n o c u l é s  avec l a  souche 1 6 1 ) .  La t e m p é r a t u r e  o p t i m a l e  de
p r o d u c t i o n  d ' e n t é r o t o x i n e , à l a q u e l l e  l e  p l u s  g ra n d  nombre  
d é c h a n t i l l o n s  f u t  p o s i t i f ,  f u t  é t a b l i e  à 4 2 * C .  En ce qui 
c o n c e rn e  l e s  a u t r e s  t e m p é r a t u r e s  é t u d i é e s  (2 8  e t  3 7 * 0 ,  une  
a u g m e n t a t io n  des é c h a n t i l l o n s  p o s i t i f s  f u t  o b s e r v é e  à mesure  
que l a  t e m p é r a t u r e  é t a i t  p l u s  é l e v é e .  De même que pour l a  
m a y o n n a is e ,  i l  sem b le  peu p r o b a b l e  que l a  s y n th è s e  
d ' e n t e r o t o x  m e  p u is s e  se  p r o d u i r e  au c o u r s  de c o u r t e s  
p é r i o d e s  de temps; m a is ,  é t a n t  donné l e s  p o s s i b i l i t é s  de 
s u r v i e  e t  de m u l t i p l i c a t i o n  o b s e r v é e s  ch ez  l e s  f a i b l e s  
i n o c u l a  (1 0 0 0  u . f . c . / g r )  ^ p o u v a n t  se d é v e lo o p e r  7 â 8
g é n é r a t i o n s  en t r o i s  j o u r s ^ l a  c a p a c i t é  de c o n s e r v a t i o n  â lo n g  
te rm e  du l a i t  condensé f a i t  de c e l u i - c  ih un p r o d u i t  d a n g e re u x .
Aucune c o r r e l a t i o n  n ' a  é t é  o b s e r v é e  e n t r e  1 ' a c t i v i t é  DNAse
t h e r m o s t a b l e  e t  l e  d é v e lo p p e m e n t  des s t a p h y lo c o q u e s  dans l e s  
f r o m a g e s  t y p e  m anchego, n i  dans l e s  é c h a n t i l l o n s  de
m a y o n n a is e .  Dans l e s  é c n a n t i 1 1 ons de l a i t  cond ensé  e l l e  
m o n tre  une c e r t a i n e  r e l a t i o n  avec l e  d é v e lo p p e m e n t ,  m ais  non
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â v e c  l a  s y n t h è s e  d ' e n t é r o t o x i n é s .
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